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ABSTRAK 
Nama     : Muh. Alamsyah 
NIM          : 60300110030 
Judul Skripsi : Pengaruh Konsentrasi L-Asparagin Terhadap Produksi 
Enzim Kasar L-Asparaginase oleh Bakteri Pseudomonas 
putida. 
 
 
L-Asparaginase adalah salah satu jenis enzim hidrolase yang mengkatalis 
reaksi hidrolisis L-Asparagin menjadi asam aspartat dan amonia dengan memutus 
ikatan amida. Penelitian ini bertujuan untuk mengetahui konsentrasi substrat L-
Asparagin optimum dan aktivitas enzim L-Asparaginase dari Bakteri Pseudomonas 
putida. Aktivitas L-Asparaginase ditentukan dengan metode Nessler menggunakan 
spektrofotometer UV-Visible dengan mengukur jumlah amoniak yang dihasilkan dari 
katalisis L-Asparaginase menggunakan reagen Nessler. Satu unit L-Asparaginase 
(IU) didefenisikan sebagai jumlah enzim L-Asparaginase yang mengkatalisis 
pembentukan satu µmol amoniak permenit pada kondisi pengujian. Konsentrasi 
media L-Asparagin optimum 1,0 g/mL dengan waktu inkubasi 36 jam pada suhu 
37
0
C menunjukkan nilai OD (Optical Density) 1,53. Aktivitas enzim optimum dari 
enzim L-Asparaginase berasal dari media L-Asparagin 1,0 g/mL dengan waktu 
inkubasi 48 jam dengan nilai aktivitas adalah 1,68 IU/mL.  
 
Kata kunci : Pseudomonas putida, L-Asparaginase, Aktivitas enzim. 
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ABSTRACT 
Name     : Muh. Alamsyah 
Student ID Number    : 60300110030 
Title : Effect of L-Asparagin Concentration on Production of 
Crude Enzyme L-Asparaginase by Pseudomonas putida 
Bacteria. 
 
 
L-Asparaginase is one type of hydrolase enzyme that catalyzes the reaction of 
L-Asparagin hydrolysis to aspartic acid and ammonia by breaking the amide bond. 
This study aims to determine the optimum concentration of L-Asparagin substrate 
and L-Asparaginase enzyme activity of Pseudomonas putida bacteria. The activity of 
L-Asparaginase was determined by the Nessler method using a UV-Visible 
spectrophotometer by measuring the amount of ammonia produced from L-
Asparaginase catalysis using Nessler reagent. One L-Asparaginase (IU) unit is 
defined as the amount of L-Asparaginase enzyme that catalyzes the formation of one 
μmol of ammonia per minute under test conditions. The optimum concentration of L-
Asparagin media 1.0 g/mL with 36 hours incubation time at 37
0
C showed the value 
of OD (Optical Density) 1.53, The optimum enzyme activity of L-Asparaginase 
enzyme came from L-Asparagin 1.0 g/mL medium with incubation time 48 hours 
with activity value is 1.68 IU/mL. 
 
Keywords : Pseudomonas putida, L-Asparaginase, Enzyme activity 
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BAB I 
PENDAHULUAN 
 
A. Latar Belakang 
Peranan bakteri dalam kehidupan manusia ada yang menguntungkan dan ada 
yang merugikan. Selama ini orang beranggapan bahwa bakteri adalah 
mikroorganisme yang merugikan manusia. Anggapan tersebut tidak sepenuhnya 
benar karena jumlah bakteri yang bermanfaat atau menguntungkan manusia justru 
lebih banyak daripada jumlah bakteri yang merugikan. Bakteri dapat menguntungkan 
karena dapat menghasilkan senyawa-senyawa penting atau memiliki kemampuan 
yang dapat digunakan dalam industri makanan, farmasi, pertanian, peternakan, 
lingkungan, ataupun pertambangan (Hasannudin, 2017). 
Mikroorganisme merupakan salah satu sumber penghasil enzim yang 
memiliki nilai ekonomi penting dan banyak digunakan dalam industri sekarang ini. 
Oleh karena itu pencarian mikroba yang mampu menghasilkan enzim-enzim 
komersial perlu diupayakan. Pendekatan yang dapat diupayakan untuk 
mengeksplorasi mikroba penghasil enzim komersial adalah dengan cara mengisolasi 
dan menskrining mikroba dari alam kemudian mempelajari beberapa pengaruh 
terhadap produksi enzim seperti komposisi medium, pH, suhu, variasi konsentrasi 
substrat dan waktu fermentasi (Fitriani, 2012). 
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Enzim adalah sebuah istilah genetik untuk katalis protein yang dibentuk di 
dalam sel makhluk hidup. Di mana pun terdapat kehidupan, di dalam tumbuhan 
maupun hewan, enzim selalu ada. Enzim ikut ambil bagian dalam seluruh aktivitas 
yang diperlukan untuk mempertahankan kehidupan, seperti sintesis dan penguraian, 
transportasi ekskresi, detoksifikasi, dan penyediaan energi. Makhluk hidup tidak akan 
dapat mempertahankan kehidupannya tanpa adanya enzim (Shinya, 2010: 24). 
Menurut literatur diperkirakan terdapat 3000 macam enzim di dalam sel. 
Tanpa enzim maka reaksi selular berlangsung sangat lambat, bahkan mungkin tidak 
terjadi reaksi. Dalam mengkatalis suatu reaksi enzim bersifat spesifik, sehingga 
meskipun jumlah enzim ribuan di dalam sel dan substratnya-pun sangat banyak, tidak 
akan terjadi kekeliruan (Iswari dan Ari, 2006: 35). 
Salah satu fungsi paling menonjol dari protein adalah aktivitas enzim. 
Meskipun cara kerja enzim telah dipelajari selama lebih dari 100 tahun, namun cara 
molekul protein enzim berfungsi masih belum diketahui selengkapnya. Secara praktis 
dapat dikatakan bahwa teknologi enzim telah ada sejak berabad-abad, seperti pada 
pembuatan anggur. Sebenarnya dari pengetahuan kita terdahulu tentang kerja enzim 
berasal dari pekerjaan Pasteur, Kuhne, Bunchner dan yang lain penelitian tentang 
ragi. kuhne adalah orang pertama yang memperkenalkan istilah enzim (Yunani: “di 
dalam ragi”), dalam tahun 1878. Sifat protein dari enzim baru dapat dibuktikan pada 
1926, ketika Sumner membuat kristal dari enzim urease dan membuktikannya sebagai 
suatu protein. Sejak itu lebih dari 150 enzim telah dikristalisasikan dan lebih dari 
1000 telah diisolasikan dengan berbagai tingkat kemurniaan. (Page, 1997: 80).  
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Enzim dapat diperoleh dari sel-sel hidup dan dapat bekerja baik untuk reaksi-
reaksi yang terjadi di dalam sel maupun di luar sel. Pemanfaatan enzim untuk reaksi-
reaksi yang terjadi di luar sel sekarang banyak diaplikasikan dalam dunia industri. 
Pemanfaatan enzim dapat dilakukan secara langsung menggunakan enzim hasil 
isolasi maupun dengan cara pemanfaatan mikroorganisme yang dapat menghasilkan 
enzim yang diinginkan (Harti, 2015: 237). 
L-Asparaginase umumnya dijumpai pada jaringan hewan, bakteri, tanaman, 
dan dalam serum tikus, namun tidak dijumpai pada manusia. L-Asparaginase 
dihasilkan dengan jumlah yang besar oleh beberapa mikrorganisme termasuk E. Coli, 
Erwinia cartova, Enterobacter aerogenes, Corynebacterium glutamicum, Candida 
utilities, dan Pisum sativum (El-Bessoumy dkk., 2004). 
Produksi L-Asparaginase yang bersumber dari hewan ataupun tanaman akan 
menemui beberapa kendala diantaranya adalah sulitnya perbanyakan dari produksi 
enzim. Oleh karena itu produksi L-Asparaginase yang berasal dari mikroorganisme 
lebih dipilih karena mikroorganisme mudah untuk memperbanyak diri sehingga 
perbanyakan produksi enzim mudah untuk dilakukan (Aprigiyonies, 2011: 3). 
Dalam bidang medis enzim L-Asparaginase telah digunakan untuk terapi 
penyakit kanker pada anak-anak. Karena kemampuan Enzim ini dalam 
menghidrolisis L-Asparagin (asam amino non esensial) menjadi aspartat dan amonia. 
Sehingga dapat menyebabkan sel kanker menjadi mati karena kehilangan bahan 
makanannya dan tidak dapat melakukan aktivitas pembelahan sel.  
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Oleh karena itu pada penelitian ini dilakukan produksi L-Asparaginase oleh 
bakteri Pseudomonas putida dengan beberapa konsentrasi substrat L-Asparagin yang 
berbeda-beda. 
B. Rumusan Masalah 
Adapun rumusan masalah pada penelitian ini adalah bagaimana kemampuan 
bakteri Pseudomonas putida menghasilkan enzim kasar L-Asparaginase dari substrat 
L-Asparagin ? 
C. Ruang Lingkup Penelitian 
Ruang Lingkup Penelitian ini meliputi : 
1. Bakteri Pseudomonas putida yang digunakan merupakan stok bakteri penelitian 
yang telah diisolasi dari rumput laut Sargassum sp oleh (Masri, 2014). 
2. Produksi Enzim kasar L-Asparaginase dari bakteri Pseudomonas putida dilakukan 
dengan menggunakan media produksi dan variasi konsentrasi L-Asparagin sebagai 
substrat. 
D. Kajian Pustaka 
Dalam kajian pustaka mencakup beberapa temuan hasil penelitian 
sebelumnya untuk melihat kejelasan arah, originalitas, manfaat, dan posisi dari 
penelitian ini, yaitu  
1. Fattah dan Olama, 2002 melakukan penelitian tentang Produksi L-Asparaginase 
oleh Pseudomonas aeruginosa dengan kultur medium padat kemudian 
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mengevaluasi dan optimalisasi kondisi medium menggunakan desain faktorial. 
Desain eksperimental berbasis statistik diterapkan untuk mengoptimalkan kultur 
pada fermentasi media padat untuk produksi L-Asparaginase oleh Pseudomonas 
aeruginosa 50071. Lima belas kondisi kultur diperiksa signifikansinya pada 
produksi enzim dan aktivitas spesifik menggunakan desain faktorial Plackett 
/Burman. pH, kasein hidrolisat dan cairan jagung adalah faktor yang paling 
signifikan pada peningkatan proses produksi enzim. Langkah optimasi kedua 
adalah mengidentifikasi nilai optimal dari ketiga faktor yang menghasilkan 
aktivitas L-Asparaginase maksimal, menggunakan desain Box/Behnken. Aktivitas 
enzim maksimal (142,8 IU) terdeteksi pada kondisi  pH 7,9. Media kasein 
hidrolisat sebesar 3,11% dan pada media cairan jagung sebesar 3,68%. 
2. El-Bessoumy dkk, 2004 melakukan penelitian tentang Produksi, Isolasi, dan 
Pemurnian L-Asparaginase dari Pseudomonas Aeruginosa 50071 menggunakan 
fermentasi media padat. Beberapa langkah pemurnian dilakukan dengan fraksinasi 
amonium sulfat dan dilanjutkan dengan pemisahan pada Sephadex G-100 
penyaringan gel dan CM-Sephadex C50 yang selanjutnya diterapkan pada filtrasi 
kultur untuk mendapatkan preparasi enzim murni dari bakteri. Pemurnian Enzim 
dilakukan sebanyak 106 kali lipat dan menunjukkan hasil akhir aktivitas spesifik 
1900 IU/mg dengan hasil 43%. Sodium elektroforesis gel dodesil sulfat-
poliakrilamida (SDSPAGE) dari enzim yang dimurnikan memiliki salah satu 
ikatan peptida berantai dengan Mr 160 kDa. Analisis Lineweaver-Burk 
menunjukkan nilai Km 0,147 mM dan Vmaks sebesar 35,7 IU. Enzim L-
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Asparaginase menunjukkan aktivitas maksimum pada pH 9 saat diinkubasi pada 
suhu 37ºC selama 30 menit.  
3. Manikandan dkk, 2010 melakukan penelitian optimalisasi produksi Asparaginase 
oleh Pseudomonas aeruginosa menggunakan metode eksperimental. Rancangan 
eksperimen Box-Behnken diadopsi untuk mengoptimalkan sumber nutrisi, 
fisiologis (masa inkubasi) dan mikroba yang telah diisolasi sebagai acuan dalam 
menghasilkan enzim L-Asparaginase dari bakteri Pseudomonas aeruginosa.  
4. Patta dkk., 2013 melakukan penelitian isolasi, pemurnian, dan karakterisasi L-
Asparaginase yang diproduksi dari Bacillus licheniformis Strain HSA3-1a. Bakteri 
Bacillus licheniformis HSA3-1a telah diuji dalam medium skrining produksi L-
Asparaginase. Enzim L-Asparaginase yang dihasilkan diisolasi dan dimurnikan 
lalu dilakukan uji aktivitas dan karakterisasi. Hasil penelitian menunjukkan bahwa 
Bacillus licheniformis HSA3-1a dapat memproduksi L-Asparaginase ekstraseluler 
secara maksimum pada konsentrasi asam amino L-Asparagin 2% dalam medium 
fermentasi dan waktu inkubasi 48 jam. L-Asparaginase memiliki aktivitas yang 
optimum pada pH 8 suhu 50
o
C dengan aktivitas spesifik 616,26 IU/mg protein 
serta stabil pada suhu dan pH optimum selama 60 menit. 
E. Tujuan Penelitian 
Adapun tujuan penelitian ini adalah untuk mengetahui kemampuan bakteri 
Pseudomonas putida menghasilkan enzim kasar L-Asparaginase dari substrat L-
Asparagin. 
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F. Kegunaan Penelitian 
Adapun kegunaan dari penelitian yang dilakukan adalah: 
1. Memberikan informasi tentang manfaat bakteri Pseudomonas putida yang dapat 
memproduksi enzim L-Asparaginase.  
2. Memberikan informasi ilmiah tentang bakteri yang dapat digunakan dalam 
produksi enzim. 
3. Memberikan informasi tentang konsentrasi optimum substrat L-Asparagin yang 
terbaik dalam memproduksi enzim L-Asparaginase.  
4. Sebagai referensi untuk penelitian selanjutnya. 
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BAB II 
TINJAUAN TEORITIS 
 
A. Ayat dan Hadis Yang Relevan 
Al-Qur’an adalah mukjizat terbesar bagi Nabi Muhammad. Al-Qur’an juga 
satu-satunya mukjizat yang bertahan hingga sekarang. Selain sebagai sumber 
kebahagiaan di dunia dan akhirat, Al-Qur’an juga merupakan sumber ilmu 
pengetahuan yang tidak pernah mati. Jika dicermati, kebanyakan ilmu pengetahuan 
yang saat ini berkembang, sejatinya telah Allah tuliskan dalam al-Qur’an. 
Allah swt berfirman dalam surah Asy-Syuaraa/26 : 80 yang berbunyi  
 ِيِفْشَي َوُه َف ُتْضِرَم اَذِإَو 
Terjemahnya: 
Dan apabila aku sakit, Dialah yang menyembuhkan Aku (Kementerian Agama 
RI, 2012). 
 
Dalam ayat ini, sakit disandarkan kepada dirinya, sekali pun hal tersebut 
merupakan qadar (takdir), qadha (ketetapan) dan ciptaan Allah swt. Akan tetapi, hal 
itu disandarkan kepadanya sebagai bentuk adab. Allah swt mengabadikan perkataan 
Nabi Ibrahim alaihis salam yaitu apabila aku jatuh sakit, maka sesungguhnya tidak 
ada seorang pun yang kuasa menyembuhkanku selain-Nya sesuai dengan takdir-Nya 
berupa sebab-sebab yang menyampaikan (Ibnu Katsir, 2016: 570-571). 
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Segala macam penyakit dapat disembuhkan dengan kehendak Allah swt. 
Manusia dapat berikhtiar semaksimal mungkin dengan berobat melalui berbagai 
macam alternatif pengobatan yang dibolehkan oleh agama islam. Dengan adanya 
penelitian terkait mengenai salah satu terapi penyembuhan penyakit kanker dengan 
enzim L-Asparaginase maka hal ini dapat dijadikan sebagai salah satu solusi untuk 
pengobatan dari penyakit tersebut.  
Allah swt berfirman dalam surah Al-An’am/6 : 17 yang berbunyi  
 َكْسَسَْيَ نِإَو  َوُه هلَِّإ ُهَل َفِشاَك َلََف ٍّرُضِب ُ هللَّا  ۖ  ِّلُك ٰىَلَع َوُه َف ٍْيَِْبِ َكْسَسَْيَ نِإَو
 ٌريِدَق ٍءْيَش 
Terjemahnya: 
Dan jika Allah menimpakan sesuatu kemudharatan kepadamu, Maka tidak ada 
yang menghilangkannya melainkan Dia sendiri. dan jika Dia mendatangkan 
kebaikan kepadamu, Maka Dia Maha Kuasa atas tiap-tiap sesuatu. 
(Kementerian Agama RI, 2012). 
 
Allah berfirman dalam rangka mengabarkan bahwa Dia-lah yang berkuasa 
untuk menimpakan mara bahaya dan memberi manfaat, Dia-lah mengatur seluruh 
makhluk-Nya sesuai yang dia kehendaki, tidak ada yang menolak putusan dan qadha-
Nya (Ibnu Katsir, 2016: 142). 
Allah swt menegaskan dalam Al-Quran bahwa segala macam takdir yang 
telah ditetapkan oleh-Nya untuk seluruh makhluk yang telah Dia ciptakan adalah 
mutlak atas kehendak-Nya. Menurut manusia penyakit kanker adalah salah satu 
musibah atau hal buruk apabila hal tersebut menimpa dalam kehidupan manusia. 
Akan tetapi musibah penyakit yang Allah swt timpakan kepada makhluk-Nya tidak 
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terlepas dari izin-Nya tidak lain untuk menguji hamba-hamba-Nya yang beriman atau 
menantang manusia untuk berfikir bahwa dibalik musibah yang menimpa manusia, 
Allah swt juga memberi manfaat dengan mengilhamkan kepada manusia yang telah  
menemukan berbagai obat untuk mengobati penyakit kanker. Salah satunya adalah 
dengan enzim L-Asparaginase yang telah digunakan untuk terapi sel kanker leukimia 
pada anak-anak.  
Adapun hadis yang berkaitan dengan penelitian ini yaitu  
 
 ٍبْهَو ُنْبا اَن َث هدَح اُولَاق ىَسيِع ُنْب ُدَْحَْأَو ِرِهاهطلا ُوَبأَو ٍفوُرْعَم ُنْب ُنوُراَه اَن َث هدَح
 َع ِْيْ َبُّزلا بَِأ ْنَع ٍديِعَس ِنْب ِِّهَبر ِدْبَع ْنَع ِثِرَاْلْا ُنْبا َوُهَو وٌرْمَع نَِر َبْخَأ ْنٍَعرِباَج ْن
 َأَر َب ِءا هدلا ُءاَوَد َبيِصُأ اَذَِإف ٌءاَوَد ٍءاَد ِّلُكِل َلَاق ُههَنأ َمهلَسَو ِهْيَلَع ُ هللَّا ىهلَص ِهللَّا ِلوُسَر 
 هلَجَو هزَع ِهللَّا ِنْذِِإب. 
 
Artinya: 
Telah menceritakan kepada kami Harun bin Ma'ruf dan Abu Ath Thahir serta 
Ahmad bin 'Isa mereka berkata; Telah menceritakan kepada kami Ibnu Wahb; 
Telah mengabarkan kepadaku 'Amru yaitu Ibnu Al Harits dari 'Abdu Rabbih 
bin Sa'id dari Abu Az Zubair dari Jabir dari Rasulullah shallallahu 'alaihi 
wasallam, beliau bersabda: "Setiap penyakit ada obatnya. Apabila ditemukan 
obat yang tepat untuk suatu penyakit, maka akan sembuhlah penyakit itu 
dengan izin Allah 'Azza wajalla." (HR. Muslim, no. 4084). 
 
Dalam hadis yang diriwayatkan oleh Imam Muslim tersebut dijelaskan bahwa 
apabila terdapat obat yang tepat dari suatu penyakit, maka penyakit tersebut akan 
sembuh sesuai dengan izin Allah swt. Tentunya dengan usaha dalam menemukan 
obat yang tepat dan ikhtiar maksimal untuk menjalani pengobatan yang dilakukan 
oleh manusia, jenis penyakit apapun akan sembuh atas kehendak Allah swt. Dengan 
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adanya berbagai penelitian dan perkembangan teknologi dibidang medis dalam 
menangani masalah penyakit kanker saat ini. Maka telah ditemukan enzim L-
Asparaginase yang dapat dijadikan salah satu alternatif pengobatan dalam menangani 
penyakit tersebut. Sehingga seseorang yang ditimpa cobaan dari penyakit kanker 
dapat menjadikan hal tersebut sebagai sarana pengobatan untuk dirinya.  
 َن َث هدَح ا ْبَِأ ُنْب ِدْيِعَس ُنْب ُرَمُع اَن َث هدَح ُّيِْيْ َب ُّزلا َدَْحَْأ ْو َُبأ اَن َث هدَح هنَّ َثُمْلا ُنْب ُد همَُمُ
 هنلا ْنَع ُهْنَع ُ هللَّا َيِضَر َةَر ْيَرُه ْبَِأ ْنَع َحَاَبر ْبَِأ ُنْب ُءَاطَع ِْنَِث هدَح َلَاق ِْيَسُح ىهلَص ِِّب
 ِهْيَلَع ُ هللَّا  ًءاَفِش ُهَل َلَز َْنأ هلَِّإ ًءاَد ُ هللَّا َلَز َْنأ اَم َلَاق َمهلَسَو  
 
Artinya: 
Telah menceritakan kepada kami Muhammad bin Al Mutsanna telah 
menceritakan kepada kami Abu Ahmad Az Zubairi telah menceritakan kepada 
kami 'Umar bin Sa'id bin Abu Husain dia berkata; telah menceritakan 
kepadaku 'Atha` bin Abu Rabah dari Abu Hurairah radhiallahu 'anhu dari 
Nabi shallallahu 'alaihi wasallam beliau bersabda: "Allah tidak akan 
menurunkan penyakit melainkan menurunkan obatnya juga." (HR. Bukhari 
no. 5246) 
 
Setiap penyakit yang menimpa manusia terdapat obat penawar untuk 
kesembuhan manusia. Oleh karena itu, manusia sebagai makhluk yang diberi 
kemampuan untuk berpikir maka dengan adanya usaha dan upaya yang telah 
dilakukan, maka Allah swt memberikan petunjuk kepada manusia lewat hasil 
penelitian yang telah mereka lakukan bahwa enzim L-Asparaginase memiliki 
kemampuan dalam mengubah L-Asparagin yang menjadi sumber makanan dari sel 
kanker menjadi aspartat dan amonia. Sehingga sel kanker yang berada dalam tubuh 
manusia tidak dapat mengalami perkembangan sel lebih lanjut dan pada waktu 
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tertentu sel kanker tersebut akan mati karena makanan dalam hal ini L-Asparagin 
yang dibutuhkan untuk pertumbuhan sel kanker telah diubah oleh enzim L-
Asparaginase menjadi senyawa lain.  
B. Tinjauan Umum Bakteri 
Istilah bakteri berasal dari kata “bakterion” (bahasa Yunani) berarti tongkat 
atau batang. Istilah bakteri ini sekarang banyak dipakai untuk tiap mikroba yang 
bersel satu (Adam, 1995: 17).  
Bakteri termasuk dalam golongan prokariota yaitu merupakan bentuk sel yang 
paling sederhana yang memiliki ukuran dengan diameter dari 1 hingga 10 µm 
(Nadyah, 2011: 93). Namun demikian ukuran sel bakteri pada umumnya jarang ada 
yang lebih besar dari 100 µm, Oleh karena mata telanjang manusia tidak mampu 
melihat benda yang diameternya lebih kecil dari 0,1 mm atau 100 µm, maka sangat 
diperlukan alat bantu yang disebut mikroskop untuk mengamati (Hafsan, 2011: 15). 
Ukuran sel setiap jenis bakteri bervariasi, contoh pada bakteri bentuk bulat 
berdiameter 0,2 – 2,0 µm, bakteri bentuk batang memiliki panjang 2 – 10 µm, lebar 
0,2 sampai 1,5 µm. Bakteri terkecil yaitu Dialester pneumosintes, berukuran 0,15 – 
0,30 µm. Bakteri terbesar yaitu Spirilium volutans, ukuran lebar 1,5 µm dan panjang 
15 µm. Faktor yang mempengaruhi ukuran sel adalah umur sel dan lingkungan (Harti, 
2015: 12) 
Menurut Hafsan (2011: 13) bentuk sel bakteri dapat terlihat di bawah 
mikroskop cahaya, bakteri dibagi ke dalam 4 bentuk yang berbeda-beda yaitu : 
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1. Bentuk coccus, bakteri berbentuk bulat. 
2. Bentuk basil, bakteri berbentuk batang atau silinder. 
3. Bentuk spiral, bakteri berbentuk batang bengkok atau melingkar. 
4. Bentuk filamen, bakteri berbentuk benang atau filamentus. 
 
 
Gambar 2.1. Bentuk Susunan sel Bakteri (Harti, 2015: 13) 
Secara struktural, bakteri tersusun atas beberapa bagian (Imam, 2015). 
1. Kapsul, selubung pelindung bakteri yang tersusun atas polisakarida. Kapsul 
terletak di luar dinding sel. Hanya bakteri bersifat patogen yang mempunyai 
kapsul. Fungsi kapsul adalah untuk melindungi diri dari kekeringan dan 
mempertahankan diri dari antitoksin yang dihasilkan oleh sel inang. 
2. Dinding Sel, pada bagian ini terletak di luar membran sel dan tersusun atas protein 
yang berikatan dengan polisakarida (Peptidoglikan). Adanya dinding sel 
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menyebabkan bentuk bakteri menjadi tetap. Dinding sel berfungsi untuk 
melindungi sel bakteri terhadap lingkungannya. 
3. Membran Sel tersusun atas molekul lemak dan protein (Fosfolipid). 
Membran sel bersifat semipermeabel. Membran sel mengandung enzim respirasi. 
Fungsinya adalah untuk membungkus plasma dan mengatur pertukaran mineral 
dari sel dan ke luar sel. 
4. Sitoplasma, cairan yang terdapat di dalam sel. Sitoplasma tersusun atas koloid 
yang mengandung berbagai molekul organik seperti karbohidrat, lemak, protein, 
dan mineral. Sitoplasma merupakan tempat berlangsungnya reaksi-reaksi 
metabolisme. 
5. Bulu Cambuk (Flagel), alat gerak pada bakteri sehingga membantu bakteri untuk 
mendekati makanan atau menjauh jika ada racun atau bahan kimia. 
6. Materi Genetik (DNA) bakteri tidak tersebar dalam sitoplasma, tetapi terdapat 
pada daerah tertentu yang disebut nukleoid. DNA berfungsi mengendalikan 
sintesis protein bakteri dan merupakan zat pembawa sifat. 
7. Ribosom, berfungsi dalam sintesis protein. Ribosom tersusun dari protein, jika 
dilihat dari mikroskop, ribosom terlihat seperti struktur kecil yang melingkar. 
8. Plasmid, selain DNA, bakteri juga mempunyai plasmid. Plasmid mengandung gen-
gen tertentu, misalnya gen patogen dan gen kebal antibiotik. Plasmid juga mampu 
memperbanyak diri. Dalam satu sel bakteri bisa terbentuk kurang lebih 20 
Plasmid. 
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Gambar 2.2. Struktur sel Bakteri (Harti, 2015: 12) 
Reproduksi bakteri adalah perkembangbiakan bakteri. Bakteri mengadakan 
pembiakan dengan dua cara, yaitu secara aseksual dan seksual. Pembiakan secara 
aseksual dilakukan dengan pembelahan, sedangkan pembiakan seksual dilakukan 
dengan cara transformasi, transduksi, dan konjugasi. Namun, proses pembiakan cara 
seksual berbeda dengan eukariota lainnya. Sebab, dalam proses pembiakan tersebut 
tidak ada penyatuan inti sel sebagaimana biasanya pada eukarion, yang terjadi hanya 
berupa pertukaran materi genetika (rekombinasi genetik) (Nadyah, 2011: 105). 
Menurut Imam (2015) Cara bereproduksi bakteri bisa terjadi secara seksual 
melalui transduksi, transformasi, dan konjugasi  
1. Transduksi adalah pemindahan materi genetik dengan perantaraan virus. Proses ini 
diawali dengan masuknya virus ke dalam bakteri. Kemudian virus akan 
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berkembang biak sehingga menyebabkan sel bakteri yang dimasukinya mengalami 
pecah. Virus yang baru terbentuk akan berhamburan keluar dari sel bakteri. 
2. Transformasi adalah pemindahan sedikit materi genetik berupa DNA atau gen dari 
bakteri satu ke bakteri lainnya yang sejenis dengan proses fisiologis yang 
kompleks. 
3. Konjugasi adalah perkawinan antara kedua sel kelamin. Sel kelamin jantan 
ditandai dengan adanya rambut halus (Fili) pada permukaan dinding sel yang 
dapat berikatan pada suatu tempat khusus di permukaan sel betina. Reproduksi 
secara konjugasi terjadi pada bakteri gram negatif seperti Escherichia coli, 
Salmonella sp., dan Pseudomonas sp. 
Perkembangbiakan secara aseksual bakteri adalah dengan cara membelah diri 
(Binary fission). Bakteri akan membelah menjadi 2 sel anakan, 2 menjadi 4, dan 
seterusnya. Pembelahan biner selesai setelah terbentuknya dinding sel. Dalam kondisi 
yang ideal, bakteri akan membelah diri setiap 15-20 menit. Meskipun bakteri mampu 
berkembang biak secara cepat, pertumbuhan bakteri juga dipengaruhi oleh faktor 
suhu, sinar matahari, kelembaban, dan zat kimia. Suhu maksimal untuk pertumbuhan 
bakteri adalah 27
0
C – 300C. Bakteri bisa tumbuh dengan baik pada lingkungan yang 
lembab. Sinar matahari mampu merusak struktur materi genetik bakteri sehingga 
dapat menghambat pertumbuhan bakteri (Imam, 2015). 
Menurut Nadyah (2011: 104) Fase-fase pertumbuhan pada bakteri terdiri dari  
1. Fase lag (lambat) adalah fase dimana bakteri beradaptasi dengan lingkungannya 
dan mulai bertambah sedikit demi sedikit. 
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2. Fase logaritmik (eksponensial) adalah fase dimana pembiakan bakteri berlangsung 
paling cepat.  
3. Fase stationer adalah fase dimana jumlah bakteri yang berkembang biak sama 
dengan jumlah bakteri  yang mengalami kematian. 
4. Fase autolisis (kematian) adalah fase dimana jumlah bakteri yang mati semakin 
banyak, melebihi jumlah bakteri yang berkembang biak. 
 
Gambar 2.3.  Kurva Pertumbuhan Mikrobia, yaitu (1) fase adaptasi (fase lag),  
 (2) fase pertumbuhan eksponensial, (3) fase stasioner.  
 (Yuwono, 2005: 20) 
Berdasarkan pewarnaan Gram, bakteri digolongkan 2 macam, yaitu bakteri 
Gram positif dan bakteri Gram negatif. Pewarnaan Gram dapat digunakan untuk 
determinasi bakteri, yaitu dengan melihat hasil akhir pewarnaan bakteri. Pada akhir 
pewarnaan, Gram positif berwarna ungu (violet) dan bakteri Gram negatif berwarna 
merah. Perbedaan tersebut terjadi karena adanya perbedaan komposisi dinding selnya, 
pada bakteri Gram negatif lebih rumit daripada Gram positif (Harti, 2015: 17). 
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Keterangan Gram Positif Gram Negatif 
Dinding sel 
Struktur dinding sel  
 
 
 
 
 
Ketebalan 
Berat 
Syarat nutrisi 
Resistensi terhadap 
Penisilin 
Streptomisin 
Ungu Kristal 
Fisik 
Sederhana 
1 lapisan peptidoglikan 
 
 
 
 
 
15 – 80 nm 
50 % berat kering sel 
lebih kompleks 
 
lebih rentan 
kurang rentan 
pertumbuhan terhambat 
lebih resisten 
Lebih kompleks 
2 lapisan : 
a. Bagian luar 
lipopolisakarida dan 
protein 
b. Bagian dalam : 
Peptidoglikan 
10 – 15 nm 
10 % berat kering sel 
lebih sederhana 
 
kurang resisten 
resisten 
lebih resisten 
kurang resisten 
Tabel 2.1. Perbedaan antara bakteri Gram positif dengan Gram negatif 
(Harti, 2015: 17). 
Keterangan Gram Positif Gram Negatif 
Peptidoglikan 
Asam teikoat 
Lipopolisakarida 
Protein 
Lipid 
40 - 50 % 
ada 
tidak ada 
10 % 
2 % 
5 - 20 % 
tidak ada 
ada 
60 % 
20 % 
Tabel 2.2. Perbedaan dinding sel bakteri Gram positif dengan Gram negatif 
(Harti, 2015: 17). 
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Gambar 2.4. Dinding sel bakteri Gram positif dan Gram negatif (Harti, 2015: 18). 
C. Tinjauan Bakteri Pseudomonas putida 
Pseudomonas putida adalah salah satu dari 40 spesies bakteri dalam genus 
Pseudomonas. Bakteri ini memiliki bentuk batang, Gram-negatif, dan secara resmi 
ditemukan pada pertengahan 1900-an. Karakteristik lainnya yaitu Non-spore forming, 
terdiri dari 1 atau lebih flagella, bersifat aerobik, tumbuh pada suhu optimum 
(mesofilik), menggunakan molekul organik sebagai sumber energi dan karbon 
(kemoheterotrofik). 
Mikroorganisme ini merupakan mikroorganisme yang paling umum hidup di 
tanah dan lingkungan air tawar di seluruh permukaan bumi dengan sifat motilitasnya 
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menggunakan satu atau lebih flagel sehingga dapat ditemukan di bagian permukaan 
lingkungan tersebut. Mikroorganisme ini memiliki peran yang sangat penting dalam 
dekomposisi yang menggerakkan siklus karbon. Uji yang pernah dilakukan 
menunjukkan bahwa Pseudomonas putida dapat memecah senyawa hidrokarbon 
alifatik dan aromatik. Senyawa yang tidak dapat dipecah yaitu teflon, styrofoam, dan 
produk organik yang mengandung hidrogen tunggal.  
Diantara hal yang menyebabkan banyak ahli mikrobiologi dan lingkungan di 
dunia tertarik dengan Pseudomonas putida adalah kemampuannya yang dapat 
memecah banyak toksin organik termasuk atrazine, herbisida yang paling banyak 
digunakan di dunia, menjadi karbondioksida dan air. Atrazine bersifat toksik terhadap 
lingkungan dan diduga merupakan karsinogen. Sampai sekarang, cara satu-satunya 
untuk membersihkan bumi dari pencemaran Atrazine adalah dengan merelokasi tanah 
yang tercemar ke penimbunan limbah (landfill). Saat ini saintis sedang 
mengembangkan sistem untuk menginokulasi tanah yang terkontaminasi dengan 
Pseudomonas putida dengan konsentrasi tinggi untuk membersihkan bahan kimia 
beracun. Pseudomonas putida bekerja sangat efektif yaitu dengan mengurangi waktu 
paruh atrazine delapan tahun menjadi hanya 5,5 jam.  
Rintangan terbesar untuk melakukan proses bioremediasi adalah dengan 
menumbuhkan Pseudomonas putida di tanah yang sangat dalam supaya dapat secara 
efektif memecah atrazine yang sebelumnya dipindahkan ke tanah dengan air 
rembesan dari permukaan. Teknik yang paling menjanjikan yaitu metode curtain. 
Metode ini dilakukan dengan mengebor tanah di bagian Atrazine digunakan dan 
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Pseudomonas putida ditempatkan di dalam lubang. Air dari permukaan merembes 
akan membawa toksin berbahaya tersebut dan melewatkannya ke lubang yang telah 
diinokulasi, menghilangkan toksin dari air. Metode tersebut sedang diujicobakan di 
Australia di mana atrazine telah mengontaminasi persediaan air di Perth, Australia.  
Pseudomonas putida juga dapat menghasilkan biosurfaktan yaitu amphiphilic 
yang diproduksi pada permukaan sel mikroba atau diekskresikan secara ekstraseluler 
dan mengandung bagian-bagian hidrofobik dan hidrofilik yang menurunkan tegangan 
permukaan dan tegangan interfacial di antara molekul pada permukaan dan antar 
permukaan. Struktur biosurfaktan meliputi mycolic acid, glycolipid, kompleks 
polisakarida-lipid, lipoprotein, fosfolipid, atau permukaan sel mikroba itu sendiri. 
Pseudomonas putida diduga menghasilkan biosurfaktan yang termasuk jenis 
rhamnolipid yang terdiri dari dua molekul rhamnose dan dua molekul b-
hydroxydecanoic acid. Surfaktan tersebut dapat menambah luas permukaan materi 
hidrofobik, seperti kandungan pestisida di tanah dan air, sehingga menambah pula 
kelarutan dalam air. Dalam hal ini, adanya surfaktan menambah tingkat degradasi 
polutan oleh mikroba.  
Dalam suatu penelitian, diketahui bahwa bakteri ini memiliki kemampuan 
dalam mengoksidasi logam mangan (Mn) dengan menghasilkan protein pengoksidasi 
mangan yang dihasilkan secara independen (terdapat Mn
2+
 atau tidak). Protein 
tersebut hanya diekspresikan pada fase stationer secara konsisten dengan sifatnya 
yang non-katalitik (bukan enzim sebenarnya) dan tidak memerlukan oksigen pada 
reaksinya. Logam mangan dapat digunakan sebagai sumber energi dengan 
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menghasilkan ATP dari senyawa anorganik dengan membutuhkan komponen organik 
yang tereduksi untuk mendapatkan sumber karbon sehingga Mn dapat dioksidasi 
menjadi Mn
2+
 kemudian Mn
3+
 atau Mn
4+
.  
Bakteri Pseudomonas putida juga memiliki kemampuan untuk mendegradasi 
senyawa toluene dalam tanah yang terkontaminasi dengan memanfaatkan kandungan 
toluene tersebut sebagai sumber karbon. Katabolisme toluene menggunakan sistem 
enzim toluene dioxygenase. Toluene pertama dioksidasi menjadi (+)-cis-(lS, 2R)-
dihydroxy-3-methylcyclohexa-3,5-diene (cis-toluene dihydrodiol).  
Selain kemampuannya dalam bioremediasi, Pseudomonas putida memiliki 
kemampuan dalam memproduksi bioplastik dengan melakukan rekayasa pada 
genomnya. Bioplastik yang dihasilkan tersusun dari polimer polyhydroxyalkanoic 
acid (PHA) yang merupakan polimer yang mudah terdegradasi secara biologis. PHA 
terakumulasi pada kondisi pertumbuhan mikroba yang tidak seimbang sebagai 
mekanisme penyimpanan kelebihan karbon dan energi. Polimer tersebut disintesis 
oleh enzim PHA synthase yang terikat pada granula PHA dan menggunakan koenzim 
A thioester dari hydroxyalkanoic acid sebagai substrat. Pada suatu penelitian yang 
dilakukan, Pseudomonas putida memiliki kemampuan dalam mengakumulasi PHA 
pada medium alpechin (olive-mill waste water) yang memiliki kandungan zat organik 
yang tinggi berupa senyawa fenolik sederhana yang bersifat toksik bagi lingkungan. 
Pseudomonas putida juga memiliki kemampuan sebagai agen biokontrol pada 
akar tumbuhan. Sifat biokontrol ini ditentukan dari sifat antagonistik terhadap 
patogen tertentu yang menyerang tumbuhan, seperti fungi Fusarium yang 
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menyebabkan penyakit Fusarium wilt. Dengan jumlah atau densitas Pseudomonas 
putida yang melebihi jumlah koloni Fusarium, sifat supresif terhadap Fusarium akan 
terinduksi sehingga melindungi tumbuhan dari kerusakan akibat penyakit yang 
ditimbulkan oleh Fusarium. 
Adapun klasifikasi dari bakteri Pseudomonas putida adalah : 
Kingdom  : Bacteria 
Phylum  : Proteobacteria 
Class  : Gammaproteobacteria 
Ordo  : Pseudomonadales 
Family  : Pseudomonadaceae 
Genus  : Pseudomonas 
Spesies  : Pseudomonas putida (Budiyanto, 2011). 
D. Tinjauan Umum Enzim 
Organisme hidup mampu mendapatkan dan menggunakan energi dengan 
cepat karena adanya katalis biologis yang disebut enzim. Sebagaimana katalis  
anorganik, enzim mengubah kecepatan suatu reaksi kimia, tetapi tidak mempengaruhi 
kesetimbangan akhir reaksi (Bintang, 2010: 49). 
Enzim merupakan biomolekul yang berasal dari protein yang berfungsi 
sebagai katalis. Katalis adalah senyawa yang dapat mempercepat proses reaksi tapi 
tidak ikut bereaksi. Reaksi ini dalam suatu reaksi kimia organik. substrat (molekul 
awal) akan dipercepat perubahannnya menjadi molekul lain yang disebut produk. 
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jenis produk yang akan dihasilkan bergantung pada suatu kondisi zat yang disebut 
promotor. Semua proses biologis sel memerlukan enzim agar dapat berlangsung 
dengan cukup cepat dalam suatu arah lintasan metabolisme yang ditentukan oleh 
hormon sebagai promotor (Baharuddin, 2011: 63). 
Walaupun nama enzim diajukan untuk suatu katalis biologi oleh Wilhem 
Kuhne pada tahun 1878, namun penemuan suatu enzim lazimnya dihubungkan 
dengan Anselme Payen dan Jean-Franqois Persoz, ahli kimia yang bekerja di pabrik 
gula di paris. Pada tahun 1833 kedua peneliti melaporkan mendapatkan dari ekstrak 
malt suatu faktor yang dapat digunakan kembali yang disebut diastase (dikenal 
sebagai amilase) yang mengubah kanji menjadi gula (Armstrong, 1995: 99). 
Banyak enzim yang dimurnikan dari berbagai sumber, yang pertama kali 
mengkristalkan enzim adalah J.B. Sumner. Enzim yang dikristalkan ini berasal dari 
jack beans. Untuk hasil yang memakan waktu 6 tahun penelitian ini (1924-1930), 
Sumner mendapatkan hadiah Nobel pada tahun 1964. Pekerjaannya didemonstrasikan 
sekali saja meskipun enzim-enzim merupakan kesatuan kimia yang berbeda (Ngili, 
2009: 261-262). 
Seperti protein pada umumnya enzim dapat mengalami denaturasi oleh 
berbagai faktor, seperti : perubahan pH yang mencolok, temperatur, pelarut organik, 
urea dan dapat dihambat oleh racun enzim (Iswari dan Ari, 2006: 36). 
Dalam penamaan enzim pertama kali hanya berasal dari substrat yang 
ditambah dengan akhiran –ase. Contohnya adalah laktase, alkohol dehidrogenase 
(mengatalisis penghilangan hidrogen dari alkohol), dan DNA polimerase. Selanjutnya 
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karena banyaknya enzim yang ditemukan sehingga International Union of 
Biochemistry and Molecular Biology telah mengembangkan suatu tata nama untuk 
enzim, yang disebut sebagai nomor EC, tiap-tiap enzim memiliki empat digit nomor 
urut sesuai dengan ketentuan klasifikasi yang berlaku. Sistem kode terdiri atas 4 digit 
yaitu digit 1 merupakan kode kelas enzim. Digit 2 merupakan kode sub kelas, Digit 3 
merupakan kode sub-sub kelas. Digit 4 merupakan nama enzim tertentu (Baharuddin, 
2011: 68). 
Menurut Wirahadikusumah (1977: 51) Klasifikasi enzim secara internasional 
meliputi nama golongan, nomor kode, dan macam reaksi yang dikatalisisnya dan tiap 
golongan utama terbagi lagi menjadi kelompok-kelompok enzim berdasarkan gugus 
substrat yang diserangnya:  
1. Oksido-reduktase berperan dalam reaksi oksidasi-reduksi. 
2. Transferase berperan dalam reaksi pemindahan gugus tertentu.  
3. Hidrolase berperan dalam reaksi hidrolisis 
4. Liase mengkatalisis reaksi adisi atau pemecahan ikatan rangkap dua 
5. Isomerase mengkatalisis reaksi isomerasi 
6. Ligase mengkatalisis reaksi pembentukan ikatan dengan bantuan pemecahan 
ikatan dalam ATP. 
Di antara sejumlah enzim yang berpartisipasi di dalam metabolisme, terdapat 
sekelompok khusus yang dikenal sebagai enzim pengatur, yang dapat mengenali 
berbagai isyarat metabolik dan mengubah kecepatan katalitiknya sesuai dengan 
isyarat yang diterima melalui aktivitasnya, sistem enzim terkordinasi dengan baik, 
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menghasilkan suatu hubungan yang harmonis di antara sejumlah aktivitas metabolik 
yang berbeda, yang diperlukan untuk menunjang kehidupan (Lehninger, 1982: 235). 
Terdapat lebih dari 2.500 macam reaksi biokimia dengan enzim spesifik yang 
membantu peningkatan laju reaksi. Spesies organisme yang berbeda memproduksi 
variasi struktur enzim yang berbeda pula, sehingga jumlah macam protein enzim 
dalam seluruh sistem biologis adalah lebih dari 106. Setiap enzim dikarakterisasi oleh 
spesifisitas substrat kimia (reaktan) serta molekul lain yang mengatur aktivitasnya. 
Molekul lain ini disebut efektor, yang bisa merupakan aktivator, inhibitor, atau 
keduanya. Dalam enzim yang lebih kompleks, satu senyawa bisa memiliki salah satu 
efek, yang tergantung pada kondisi fisik atau kimia lainnya. Enzim berukuran mulai 
dari kompleks subunit banyak yang besar (disebut enzim multimer, Mr=106) sampai 
bentuk subunit tunggal yang kecil (Ngili, 2009: 262). 
Sebagai suatu katalis, suatu enzim tidak dirusak dalam suatu reaksi dan karena 
itu tetap tidak berubah dan dapat digunakan kembali. Suatu ciri yang menonjol dari 
enzim sebagai katalis adalah spesifisitas substrat, yang menentukan fungsi 
biologinya. Banyak enzim hanya memiliki satu substrat biologi (spesifisifitas substrat 
absolut) yang lain memiliki spesifisitas yang lebih luas dan menggunakan suatu 
(gugusan spesifisitas relatif). Ciri biologi kritis lain dari reaksi enzim adalah bahwa 
substrat dan spesifisitas katalitiknya menjamin sintesis hanya dari produk 
biomolekuler spesifik tanpa produksi serentak dari produk-samping, sebagai kontras 
dengan banyak reaksi dalam kimia organik (Armstrong, 1995: 100). 
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Menurut Iswari dan Ari (2006: 39-40) lokasi enzim di dalam sel tersebar di 
seluruh komponennya dan memberi petunjuk tentang fungsi komponen sel tersebut. 
Contoh dari hubungan lokasi enzim dengan fungsinya : 
1. Enzim yang terdapat di dalam inti pada umumnya terlibat dalam proses untuk 
mempertahankan, menyusun dan melindungi materi genetik. 
2. Enzim yang terdapat di dalam mitokondria pada umumnya ada kaitannya dengan 
proses oksidasi. 
3. Enzim mikrosom bertanggung jawab terhadap reaksi hidroksilasi termasuk 
biosintesis hormon steroid, metabolisme obat atau proses yang menjadikan obat 
tidak aktif. 
4. Enzim yang terdapat di dalam lisosom berfungsi memecah dan menghidrolisis 
suatu substansi sehingga dapat dicerna oleh sel. 
5. Enzim yang berkaitan dengan Badan golgi penting untuk sekresi protein. 
6. Enzim yang terdapat di dalam sitoplasma pada umumnya mengkatalisis proses 
metabolisme karbohidrat yang dikenal sebagai glikolii dan biosintesis asam lemak. 
7. Enzim yang terdapat di dalam membran atau yang berkaitan dengan membran 
pada umumnya berkaitan dengan proses transportasi nutrien dan kerja hormon. 
Untuk memperoleh enzim yang murni, maka enzim harus diisolasi dari 
jaringan dengan cara mengisolasi sel atau jaringan, sehingga komponen sel dapat 
dipisah-pisahkan disesuaikan dengan lokasi enzim yang diinginkan. Untuk mengukur 
jumlah enzim di dalam ekstrak jaringan atau cairan tubuh yang diukur adalah 
kecepatan reaksi. Kecepatan reaksi yang diukur sesuai dengan jumlah enzim yang 
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ada. Satuan kecepatan reaksi dinyatakan dalam unit. Satu unit adalah menyatakan 
jumlah enzim yang mengubah 1m mol per menit pada kondisi tertentu (Iswari dan 
Ari, 2006: 40). 
Cara kerja (daya) enzim, sesungguhnya menyusun ikatan-ikatan yang 
terbentuk selama reaksi berjalan. Mempunyai daya reaksi aktif dan disebut ikatan 
sampingan enzim substrat yang usianya sangat pendek. Dalam keadaan seperti ini, 
maka substratnya mempunyai daya reaksi yang aktif. Dengan adanya perubahan 
(pergeseran) muatan saja sudah cukup menyebabkan reaksi. Setelah terjadi reaksi dan 
perubahan dalam zat-zat, maka aktivitas koenzim itu akan dilepaskan untuk memulai 
lagi proses reaksi-reaksi tersebut, sehingga terjadilah suatu proses berantai 
(Kusnawidjaja, 1987: 139). 
Menurut Iswari dan Ari (2006: 38-39) pada umumnya terdapat 2 mekanisme 
kerja enzim dalam mempengaruhi reaksi katalisis, yaitu 
1. Enzim meningkatkan kemungkinan molekul-molekul yang bereaksi saling 
bertemu dengan permukaan yang saling berorientasi. Hal ini terjadi sebab : enzim 
mempunyai suatu afinitas yang tinggi terhadap substrat dan mempunyai 
kemampuan mengikat substrat walaupun bersifat sementara. Penyatuan antara 
substrat dengan enzim tidak seenaknya, melainkan substrat terorientasi secara 
tepat untuk terjadi reaksi. 
2. Pembentukan ikatan yang sementara (biasanya ikatan nonkovalen) antara substrat 
dengan enzim menimbulkan penyebaran elektron dalam molekul substrat dan 
penyebaran ini menyebabkan suatu regangan pada ikatan kovalen spesifik dalam 
29 
 
 
 
molekul substrat sehingga ikatan kovalen tersebut menjadi mudah terpecah. Para 
ahli biokimia menamakan keadaan dimana terjadi regangan ikatan molekul 
substrat setelah berinteraksi dengan enzim disebut : pengaktifan substrat.  
Suatu enzim bekerja secara khas terhadap suatu substrat tertentu. Kekhasan 
inilah ciri suatu enzim. Ini sangat berbeda dengan katalis lain (bukan enzim) yang 
dapat bekerja terhadap berbagai macam reaksi. Enzim urease hanya bekerja terhadap 
lebih dari satu substrat namun enzim tersebut tidak mempunyai kekhasan tertentu. 
Misalnya enzim esterase dapat menghidrolisis beberapa ester asam lemak, tetapi tidak 
dapat menghidrolisis substrat lain yang bukan ester. Suatu contoh tentang kekhasan 
ini misalnya enzim arginase bekerja terhadap L-arginin dan tidak terhadap D-arginin. 
Suatu enzim dikatakan mempunyai kekhasan nisbi apabila ia dapat bekerja terhadap 
beberapa substrat misalnya esterase dan D-asam amino oksidase yang dapat bekerja 
D-asam amino dan L-asam amino tetapi berbeda kecepatannya. (Poedjiadi dan Titin, 
2005: 142).  
Menurut Page (1997: 82) Sebagai katalis, enzim adalah satu-satunya 
dibanding dengan katalis-katalis anorganik atau organik sederhana. Sifat-sifat 
katalitik khas dari enzim termasuk hal-hal berikut : 
1. Enzim meningkatkan laju reaksi pada kondisi biasa (fisiologik) dari tekanan, suhu, 
dan pH. Hal ini merupakan keadaan yang jarang dengan katalis-katalis lain. 
2. Enzim berfungsi dengan selektivitas atau spesifisitas bertingkat luar biasa tinggi 
terhadap reaktan yang dikerjakan dan jenis reaksi yang dikatalisasikan. maka 
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reaksi-reaksi yang bersaing dan reaksi-reaksi sampingan tidak teramati dalam 
katalis enzim. 
3. Enzim memberikan peningkatan laju reaksi yang luar biasa dibanding dengan 
katalis biasa.  
Beberapa enzim dirujuk sebagai protein sederhana karena hanya memerlukan 
struktur protein untuk aktivitas katalitik. Enzim lain merupakan protein terkonjugasi 
karena masing-masing memerlukan suatu komponen nonprotein, disebut suatu 
kofaktor, untuk aktivitasnya. Enzim yang memerlukan kofaktor logam contohnya, 
Mg
2+
, Fe
2+
, atau Zn
2+
, disebut metaloenzim. Enzim lain memiliki biomolekul organik, 
koenzim, sebagai kofaktor. Jika suatu kofaktor (ion logam atau koenzim) berikatan 
kuat dengan suatu enzim, maka ia disebut sebagai suatu gugusan prostetik. Kompleks 
yang terdiri dari suatu apoenzim (bagian protein dari suatu enzim) dan kofaktornya 
disebut suatu holoenzim (Armstrong, 1995: 100-101). 
Beberapa enzim hanya terdiri dari polipeptida dan tidak mengandung gugus 
kimiawi selain residu asam amino contohnya adalah ribonuklease pankreas. Akan 
tetapi, enzim lain, memerlukan tambahan komponen kimia bagi aktivitasnya 
komponen ini, disebut kofaktor. Kofaktor mungkin suatu molekul anorganik seperti 
ion Fe
2+
, Mn
2+
, atau Zn
2+ 
atau mungkin juga suatu molekul organik kompleks yang 
disebut koenzim. Beberapa enzim membutuhkan baik koenzim maupun satu atau 
lebih ion logam bagi aktivitasnya. Pada beberapa enzim, koenzim atau ion logam 
hanya terikat secara lemah atau dalam waktu sementara pada protein, tetapi, pada 
enzim lain, senyawa ini terikat kuat, atau terikat secara permanen yang dalam hal ini 
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disebut gugus prostetik. Enzim yang strukturnya sempurna dan aktif mengkatalis, 
bersama-sama dengan koenzim atau gugus logamnya disebut holoenzim, Koenzim 
dan ion logam bersifat stabil sewaktu pemanasan, sedangkan bagian protein enzim, 
yang disebut apoenzim, terdenaturasi oleh pemanasan (Lehninger, 1982: 237). 
Pada umumnya daya yang mengikat enzim dengan substratnya bukan ikatan 
kovalen. Tetapi ikatan hidrogen, ikatan ion dan daya tarik antara gugus hidrofobik 
dari dua molekul itu akan secara sendiri-sendiri atau bersama mengikat substrat pada 
enzim. Kebanyakan dari interaksi ini bersifat lemah, terutama jika atom-atom yang 
bersangkutan tidak berada di dalam jarak yang amat dekat. Karena itu, agar ikatan 
antara substrat dan enzim itu cukup kuat, kedua molekul harus sangat berdekatan dan 
meliputi suatu area yang cukup luas agar sejumlah daya tarik yang lemah ini dapat 
beroperasi. Jadi molekul substrat harus cocok dengan suatu permukaan komplementer 
molekul enzim seperti sebuah kunci dengan lubang kunci (Kimball, 1983: 133). 
Menurut Baharuddin (2011: 68-69) mekanisme reaksi enzimatis dapat 
digambarkan dengan beberapa metode : 
1. Model Fischer (model kaku) / model kunci dan gembok. model kunci dan anak 
kunci mengumpamakan pasangan enzim-substrat berupa gembok dan anak 
kuncinya. Berarti tidak sembarang anak kunci dipergunakan membuka dan 
menutup gembok. Hal ini dikemukakan oleh Emil Fischer. Hal ini menjelaskan 
tentang kespesifikan suatu enzim. 
2. Model ketetapan induksi. Berbeda dengan model fischer, model Koschland 
menggambarkan bentuk molekul enzim yang lentur (fleksibel). Struktur enzim 
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yang fleksibel, dan sisi aktif secara terus menerus berubah bentuknya sesuai 
dengan interaksi antara enzim dan substrat. Akibatnya, substrat tidak berikatan 
dengan sisi aktif yang akurat. Orientasi rantai samping amino berubah sesuai 
dengan substrat sehingga enzim dapat menjalankan fungsi katalitiknya. 
 
Gambar 2.5.  Model Lock and Key dari Fischer (Iswari dan Ari, 2006: 46) 
Enzim 
substrat 
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Gambar 2.6.  Model induced-fit dari konshland (Iswari dan Ari, 2006: 47) 
Ketika berinteraksi, baik enzim maupun substrat akan mengalami perubahan. 
Konsep induced fit (kecocokan pemasukan) suatu sisi aktif pada substrat menekankan 
adaptasi sisi aktif untuk mencocokkan gugus fungsi pada substrat. Substrat yang 
lemah atau inhibitor tidak memasukkan konformasi yang benar pada sisi aktif (Ngili, 
2009: 274). 
Untuk meneliti enzim, diperlukan suatu uji untuk mengukur aktivitas katalitik. 
Uji dirancang untuk mengukur kecepatan pembentukan produk atau kecepatan 
hilangnya substrat. Suatu uji yang mengukur pembentukan produk dipilih karena 
melibatkan suatu pengukuran langsung, berlawanan dengan pengukuran tidak 
langsung yang didapat dari suatu uji yang mengandalkan pada penentuan hilangnya 
Enzim 
substrat 
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substrat. Seringkali, jumlah produk yang dihasilkan dalam suatu rentang waktu yang 
lama diukur dalam suatu uji waktu tertentu. Cara bagaimana jumlah produk 
ditentukan tergantung pada sifat kimia dan fisiknya. Jika produk diwarnai atau dapat 
mengalami suatu reaksi untuk menghasilkan larutan yang berwarna, kemudian 
absorban dari cahaya pada panjang gelombang yang sesuai dapat diukur (uji 
kolorimetrik) dan dihubungkan dengan konsentrasi produk yang ditemukan pada saat 
sampling. Uji spektofotometrik khususnya berguna karena kemajuan dalam reaksi 
dapat dipantau secara terus-menerus dalam uji kinetika (Armstrong, 1995: 102-104). 
Enzim dibutuhkan dalam jumlah kecil untuk perubahan besar pada molekul 
substrat. Meskipun demikian, tidak seperti pada katalis anorganik, enzim memiliki 
suatu spesifikasi yang terbatas, misalnya enzim hanya akan mengkatalis suatu reaksi 
yang memiliki nilai kecil atau pada beberapa kasus, hanya satu reaksi. Enzim hanya 
akan bekerja dalam kondisi yang sesuai, seperti pH, suhu, konsentrasi, kofaktor, dan 
sebagainya (Bintang, 2010: 49). 
Dalam percobaan, pengaruh konsentrasi substrat pada laju reaksi enzim 
dipelajari dengan mencatat kemajuan reaksi katalis enzim, dengan menggunakan 
konsentrasi enzim yang tetap dan serangkaian konsentrasi substrat yang berbeda-beda 
(Ngili, 2009: 281). Jika konsentrasi substrat kecil, maka reaksinya ditentukan oleh 
substratnya, sehingga tercapai keseimbangan antara kecepatan reaksi dan konsentrasi 
substrat. Lain halnya jika substrat dalam keadaan berlebih, maka reaksinya 
tergantung pada jumlah enzim yang ada. Kecepatan reaksi enzim tidak tergantung 
pada konsentrasi substrat yang ada. Konsentrasi substrat kecil terdapat aktivitas 
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enzim yang kecil pula, tetapi jika konsentrasinya besar, aktivitas enzim tidak terbatas, 
tergantung pada konsentrasi enzim (Kusnawidjaja, 1987: 141).  
 
Gambar 2.7.  Hubungan antara konsentrasi substrat dengan laju reaksi  
(Iswari dan Ari, 2006: 49) 
Kecepatan reaksi hampir semua enzim meningkat dua kali lebih cepat pada 
setiap kenaikan suhu 10
0
C. Pada kisaran suhu 40-70
0
C umumnya protein enzim akan 
terdenaturasi, sehingga menyebabkan kehilangan aktivitasnya. Hal ini berarti laju 
reaksi awal akan meningkat, sama dengan naiknya suhu sampai tidak mungkin lagi 
untuk mengukur aktivitasnya akibat terjadinya inaktivasi yang cepat. Dalam 
prakteknya, sebagian besar enzim sama sekali tidak aktif pada suhu lebih dari 70
0
C 
(Bintang, 2010: 69).  
Seperti protein pada umumnya, struktur ion enzim tergantung pada pH 
lingkungannya. Enzim dapat berbentuk ion positif, ion negatif, atau ion bermuatan 
Laju Reaksi 
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ganda. Dengan demikian perubahan pH lingkungan akan berpengaruh terhadap 
efektivitas bagian akhir enzim dalam membentuk kompleks enzim substrat. 
Disamping pengaruh terhadap struktur ion pada enzim, pH rendah atau pH tinggi 
dapat pula menyebabkan terjadinya proses denaturasi dan ini akan mengakibatkan 
menurunnya aktivitas enzim (Poedjiadi dan Titin, 2005: 162). 
Dalam praktek, bisa saja diinginkan untuk menemukan nilai pH ketika enzim 
paling efisien mengkatalis reaksi, yakni pH optimum. Selain itu, penelitian mengenai 
pengaruh pH pada kinetika reaksi enzimatik dapat mengarah pada pemahaman 
mengenai gugus-gugus fungsi apa saja dalam enzim atau substrat yang mungkin 
terlibat dalam pengikatan atau katalisis (Ngili, 2009: 294). 
Pengaruh pH yang mungkin terjadi yakni mengubah keadaan ionisasi dari (1) 
gugus-gugus yang terlibat katalis, (2) gugus-gugus yang terlibat dalam pengikatan 
substrat, (3) gugus-gugus yang terlibat dalam pengikatan sisi-sisi selain sisi aktif 
(disebut sisi efektor alosterik), dan (4) gugus-gugus pada substrat. Keadaan 
bermuatan yang telah berubah ini akan mempengaruhi afinitas enzim terhadap 
substratnya, serta mempengaruhi laju katalisis (Ngili, 2009: 295). 
Aktivitas enzim di dalam sel juga diatur dengan ketat oleh kebutuhan. Jika 
hasil dari suatu seri reaksi enzim (yaitu asam amino) mulai menumpuk di dalam sel, 
maka kerja enzim pertama yang terlihat di dalam sintesis tersebut secara khusus 
dihambat. Dengan demikian produksi asam amino dihentikan untuk sementara. 
Fenomena ini disebut inhibisi umpan balik (feedback inhibition). Di lain pihak 
akumulasi suatu zat di dalam sel dapat secara khusus mengaktifkan suatu enzim yang 
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mulai menggerakkan suatu rangkaian reaksi di mana zat itu menjadi substrat awal. 
Kejadian ini disebut aktivitas prekursor menurunkan konsentrasi substrat awal tadi 
sampai tingkat normal (Kimball, 1983: 138). 
Enzim selain dapat dihambat, juga dapat diaktifkan oleh berbagai faktor dan 
senyawa. Ada senyawa yang dapat menghambat kerja enzim dan senyawa seperti itu 
dinamai sebagai penghambat atau inhibitor. Sebaliknya, ada juga senyawa yang 
berperan mengaktifkan enzim dan dinamakan aktivator (Sadikin, 2002: 159). 
Peningkatan laju reaksi yang disebabkan oleh suatu aktivator adalah kebalikan dari 
efek inhibitor (Ngili, 2009: 283). 
Menurut Bintang (2010: 63-64) beberapa senyawa bereaksi dengan enzim dan 
mengurangi nilai aktivitasnya. Tiga tipe klasik cara penghambatan yang dikenal yaitu 
kompetitif, non-kompetitif, dan unkompetitif.  
1. Penghambatan kompetitif. Dalam kasus ini, inhibitor bereaksi dengan enzim 
secara kompetitif terhadap substrat mengikat sisi aktif dari enzim. Tingkat 
penghambatan tergantung pada konsentrasi relatif substrat dan inhibitor, dan 
sebagian besar kecepatan maksimum reaksi dapat dicapai dengan adanya inhibitor 
jika konsentrasi substrat cukup tinggi. Penghambatan kadang-kadang bersifat 
irreversibel dan substrat tidak dapat melepaskan ikatan inhibitor yang telah ada. 
Kasus ini terjadi pada beberapa inhibitor organofosforus untuk kolin esterase. 
Penghambatan kompetitif juga ditemukan ketika inhibitor berikatan disuatu sisi 
yang cukup dekat dengan pusat aktif, sehingga mengurangi afinitas substrat dan 
enzim. inhibitor kompetitif memiliki struktur kimia yang mirip dengan substrat 
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alami dan bersifat sangat spesifik. Hal ini terdapat pada enzim suksinat 
dehidrogenase yang mengkatalis pengubahan suksinat ke fumarat. Malonat dan 
malat keduanya bekerja sebagai inhibitor pada enzim ini. Contoh yang sering 
digunakan sebagai inhibitor kompetitif adalah acarbose yang dapat menghambat 
kerja enzim α-glukosidase di usus, sebagai obat anti diabetes melitus.  
2. Penghambatan non-kompetitif. Jenis penghambatan non-kompetitif merupakan 
ikatan inhibitor dengan enzim bukan pada sisi aktif, sehingga enzim dapat 
mengikat substrat serta inhibitor pada saat yang bersamaan. Sisi pengikatan 
inhibitor biasanya cukup jauh dari pusat aktif, sehingga pengikatan substrat tidak 
terpengaruh. Kompleks enzim substrat-inhibitor yang terbentuk tidak dapat 
diuraikan, dan efek hambatan terjadi dengan mengurangi jumlah enzim yang 
digunakan. Peningkatan konsentrasi substrat tidak berpengaruh terhadap tingkat 
hambatan. Sebagian besar inhibitor non-kompetitif tidak memiliki ikatan secara 
kimia dengan substrat dan inhibitor yang sama, yang mungkin dapat 
mempengaruhi sejumlah enzim. Contoh dari inhibitor non-kompetitif adalah 
golongan senyawa penghambat tiol seperti ρ-kloromerkuribenzoat, ion-ion logam 
berat seperti Mg
2+
 dan Cu
2+
, serta reaksi sianida dengan besi-enzim porfirin.  
3. Penghambatan unkompetitif. Jenis penghambatan unkompetitif merupakan ikatan 
yang terjadi bila suatu enzim telah berikatan dengan substrat [ES], sehingga tidak 
dapat menghasilkan produk. Pengaruh penghambatan secara unkompetitif akan 
menurunkan nilai Vmaks dan Km, Km merupakan suatu ukuran afinitas substrat 
terhadap enzim, Km yang rendah berhubungan dengan afinitas yang lebih tinggi. 
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Karena inhibitor berikatan dengan kompleks [ES}, maka akan terjadi penurunan 
konsentrasi kompleks [ES]. (Bintang, 2010: 63-64). 
E. Tinjauan Enzim L-Asparaginase  
L-Asparaginase  (L-asparagin amidohidrolase, E.C.3.5.1.1) adalah enzim yang 
menghidrolisis L-Asparagin menjadi L-aspartat dan ammonia (Youseff and Al-
Omair, 2008). Enzim ini telah banyak dimanfaatkan dalam terapi leukemia, terutama 
pada anak-anak (Acute Lymphoblastic Leukemia) (Kotzia and Labrou, 2005). 
Berdasarkan penelitian (Kotzia and Labrou, 2005). diketahui bahwa L-
Asparaginase yang berasal dari bakteri Erwinia sp lebih tidak menimbulkan reaksi 
alergi dan memiliki spesifitas yang lebih baik dibanding dengan yang berasal dari E. 
coli. L-Asparaginase yang berasal dari Erwinia chrysanthemi mempunyai spesifitas 
dan efisiensi katalitik yang lebih baik terhadap L-Asparagin.  
 
 
Gambar 2.8. Reaksi hidrolisis enzim L-Asparaginase (El-Bessoumy dkk., 2004) 
Enzim L-Asparaginase terdiri atas dua jenis, yaitu enzim L-Asparaginase tipe 
I dan enzim L-Asparaginase tipe II. Perbedaan utama antara enzim L-Asparaginase 
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tipe I dan enzim L-Asparaginase tipe II adalah bentuk konformasi dan afinitas. Enzim 
L-Asparaginase tipe I memiliki konformasi dimer dan memiliki afinitas yang rendah 
untuk menghasilkan L-asparagin serta bersifat konstitutif, sedangkan enzim L-
Asparaginase tipe II memiliki konformasi tetramer dengan 326 residu asam amino 
serta memiliki afinitas yang tinggi untuk menghasilkan L-Asparagin. Enzim L-
Asparaginase tipe II disekresikan sebagai respon terhadap kekurangan nitrogen 
(Youseff and Al-Omair, 2008) 
Enzim L-Asparaginase tipe I dan tipe II juga dibedakan berdasarkan lokasi di 
dalam sel, solubilitas di dalam ammonium sulfat, sensitivitas terhadap inaktivasi 
suhu, kondisi untuk ekspresi, afinitas terhadap substrat L-Asparagin. Enzim L-
Asparaginase tipe I merupakan enzim sitoplasmik, sedangkan enzim L-Asparaginase 
tipe II bersifat periplasmik (Yano dkk., 2008).  
Enzim L-Asparaginase adalah enzim yang telah umum digunakan di bidang 
klinis karena enzim ini dapat melawan kanker. Sel-sel kanker adalah sel-sel yang 
telah kehilangan daya aturnya. Untuk pertumbuhan selnya, sel kanker membutuhkan 
asam amino asparagin. Karena sel kanker tidak mempunyai enzim sintetase asparagin 
yang berfungsi untuk mensintesis asparagin dari asam aspartat, maka sel kanker 
mengambil asparagin dalam darah. Asparaginase yang diberikan akan menghambat 
sintesis protein sel kanker dengan menguraikan asparagin menjadi asam aspartat dan 
ammonia sehingga sel kanker akan kekurangan asparagin yang berakibat kematian sel 
ini (Herawati, 2001). 
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L-Asparagin dihasilkan di dalam sel oleh enzim asparagin sintetase atau dapat 
diserap dari lingkungan luar, yaitu dari sumber makanan. Sel leukimia membutuhkan 
L-Asparagin dalam jumlah banyak untuk menjaga pertumbuhan sel malignan. Oleh 
karena itu, kemoterapi dengan menggunakan enzim L-Asparaginase dapat 
menghambat pertumbuhan sel leukimia karena konsentrasi enzim L-Asparagin 
berkurang. Sel leukimia memiliki sifat defisiensi terhadap aktivitas L-Asparagin 
sintetase, sehingga mencegah kemampuan sel leukimia untuk mensintesis L-
Asparagin. Oleh karena itu, pertumbuhan sel leukimia sangat tergantung dari L-
Asparagin yang bersirkulasi di plasma darah (Manikandan dkk, 2010). Hal tersebut 
berbeda dengan sel normal yang dapat menghasilkan L-Asparagin dari L-Asparagin 
sintetase untuk memenuhi kebutuhan metabolisme sel (Verma dkk., 2007). 
F. Tinjauan L-Asparagin  
L-Asparagin adalah asam amino non-esensial yang dapat disintesis oleh tubuh 
melalui mekanisme biokimia yang rumit. Umumnya biosintesis asam-asam amino 
non esensial ini diatur oleh ketersediaan asam amino tersebut dalam makanan. Pada 
manusia L-Asparagin dapat disintesis pada jumlah yang cukup. L-Asparagin dalam 
tubuh untuk menjamin pertumbuhan yang optimum pada anak-anak dan 
mempertahankan keseimbangan nitrogen (Doroty, 1992 dalam Patta, 2013).  
Reaksi biosintesis L-Asparagin dikatalis oleh L-Asparagin sintetase. Dalam 
tubuh L-Asparagin terdapat dalam beberapa jaringan dan di dalam sel kanker L-
Asparagin terdapat dalam jumlah yang sedikit. Keberadaan L-Asparagin yang 
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berlebih dalam sel kanker akan menyebabkan pertumbuhan sel ini tidak dapat 
dikendalikan (Doroty, 1992 dalam Patta, 2013). 
    
Gambar 2.9.  Asparagin 
L-Asparagin diperlukan oleh sistem saraf untuk menjaga kesetimbagan dalam 
transformasi asam amino. Berperan pula dalam sintesis amonia. Asparagin yang 
berasal dari luar (dari rebung asparagus) bersifat sebagai pengurai asparagin yang 
diproduksi oleh tubuh. Hasil uraiannya menjadi asam aspartat dan ammoniak. Sifat 
seperti ini adalah sifat Asparaginase, suatu enzim yang aktif melawan tumor/kanker. 
Sementara itu sel kanker memanfaatkan asparagin sebagai makanannya. Karena 
adanya penguraian. Akibatnya sel kanker berhenti tumbuh, atau kehilangan kapasitas 
untuk mensintesis asparagin. Akhirnya sel kanker akan mati cepat atau lambat. 
Fungsi lain dari asparagin adalah memperlancar keluarnya air seni atau bersifat 
diuretic. Karena sifat ini, semua zat buangan dari dalam tubuh dapat ikut hanyut 
keluar melalui air seni. Karena diuretic dan proses pengeluaran tersebut terjadi pada 
ginjal, maka otomatis asparagin juga dapat merawat ginjal dan sekaligus mencegah 
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timbulnya gangguan ginjal. Jika zat buangan terus menumpuk di ginjal, maka akan 
mengganggu fungsi organ lain dalam tubuh (Winardiana, 2014). 
G. Kerangka Pikir 
 
 Bakteri Pseudomonas putida adalah salah satu 
bakteri penghasil enzim L-Asparaginase. 
 Media M-9 adalah media yang telah 
dimodifikasi untuk menginduksi bakteri 
menghasilkan enzim.  
 
 
 Peremajaan dan kultur bakteri Pseudomonas 
putida.  
 Produksi enzim dengan variasi media L-
Asparagin. 
 Pengukuran laju pertumbuhan bakteri dan 
aktivitas enzim. 
 
 
 Penentuan konsentrasi optimum dan aktivitas 
enzim L-Asparaginase.  
 
H. Hipotesis 
Konsentrasi L-Asparagin yang berbeda dapat mempengaruhi bakteri 
Pseudomonas putida dalam menghasilkan enzim kasar L-Asparaginase. 
INPUT 
PROSES 
OUTPUT 
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BAB III 
METODELOGI PENELITIAN 
 
A. Jenis Penelitian 
Penelitian ini merupakan penelitian kuantitatif yang bersifat eksperimen untuk 
mengetahui tingkat optimasi substrat L-Asparagin dari bakteri Pseudomonas putida 
yang menghasilkan enzim kasar L-Asparaginase. 
B. Waktu dan Lokasi Penelitian  
Penelitian ini dilakukan pada bulan Januari 2014 di Laboratorium 
Mikrobiologi Lantai II Fakultas Sains dan Teknologi Universitas Islam Negeri (UIN) 
Alauddin Makassar. 
C. Variable Penelitian 
Penelitian ini memiliki 2 variabel, yaitu variabel bebas dan variabel terikat.  
Variabel bebas adalah konsentrasi L-Asparagin sedangkan variabel terikat adalah 
aktivitas Enzim L-Asparaginase. 
D. Defenisi Operasional Variabel 
Adapun rumusan definisi operasional penelitian ini adalah : 
1. Bakteri Pseudomonas putida adalah bakteri hidrokarbonoklastik yang mampu 
mendegradasi berbagai jenis hidrokarbon. 
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2. Enzim L-Asparaginase adalah salah satu jenis enzim hidrolase yang 
mengkatalis reaksi hidrolisis L-Asparagin menjadi asam aspartat dan amonia 
dengan memutus ikatan amida. 
3. L-Asparagin adalah asam amino non-esensial yang dapat disintesis oleh tubuh 
melalui mekanisme biokimia. 
E. Instrument Penelitian 
1. Alat  
Alat yang digunakan dalam penelitian ini adalah incubator shaker, 
erlemeyer, cuved, spektrofotometer, thermos box, jarum ose, cawan petri, hot plate 
dan stirrer, batang pengaduk, botol semprot, botol reagen, pipet tetes, timbangan, 
autoclav, gelas kimia, labu ukur, sentrifuge, mikropipet, neraca analitik, bunsen, 
tabung reaksi, rak tabung, gelas ukur, oven, spoid,  
2. Bahan 
Bahan-bahan yang digunakan dalam penelitian ini antara lain isolat bakteri 
Pseudomonas putida, Na2HPO4.12H2O, KH2PO4, NaCl, L-Asparagin, 
MgSO4.7H2O, CaCl2 0,1 M, Glukosa 20%, agar, CaCl2.2H2O, indikator fenol 
merah, larutan trikloroasetat 1,5 M, buffer Tris-HCl 0,05 M pH 8,6, ammonium 
klorida, KI, HgCI2, NaOH, aluminium foil, aquadest, kapas, cutton bud, spiritus. 
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F. Prosedur Kerja 
1. Sterilisasi Alat dan Bahan 
Alat-alat yang akan digunakan dicuci dengan deterjen hingga bersih lalu 
dibilas dengan air suling, kemudian alat-alat gelas disterilkan dengan menggunakan 
oven pada suhu 180
0
C selama 2 jam. Alat-alat logam disterilkan dengan cara 
dipijarkan menggunakan lampu spiritus. Alat-alat plastik disterilkan dalam autoklaf 
pada suhu 121
0
C tekanan 2 atm selama 15 menit. 
2. Peremajaan Bakteri Pseudomonas putida 
Peremajaan bakteri Pseudomonas putida dilakukan dengan menumbuhkan 
stok bakteri dari penelitian (Masri, 2014) ke dalam plate pertumbuhan. Komponen 
medium yaitu : KH2PO4 0,75 g/L, L–Asparagin 10 g/L, NaCl 0,5 g/L, MgSO4.7H2O 
1,0 g/L, CaCl2.2H2O 1,0 g/L, glukosa 3 g/L, agar 20 g/L, dan indikator fenol merah 
0,05 g/L, diinkubasi selama 24 jam pada suhu 37
0
C. Komponen medium tersebut 
merupakan media selektif M-9 produksi L-Asparaginase yang telah dimodifikasi 
(Gulati dan Gupta, 1997, Moorthy, 2010, dan Ghasemi, 2008). 
3. Penentuan Konsentrasi Substrat L-Asparagin dan Waktu Inkubasi Optimum 
Produksi Enzim L-Asparaginase 
Penentuan konsentrasi optimum substrat L-Asparagin dilakukan dengan 
membiakkan isolat ke dalam 50 mL medium kultur dalam labu Erlenmeyer 250 mL. 
Komposisi media kultur adalah : Na2HPO4.12H2O 0,3 g/mL, KH2PO4 0,15 g/mL, 
NaCl 0,025 g/mL, MgSO4.7H2O 0,1 g/mL, CaCl2 0,1 M 0,00055 g/mL, glukosa 20 % 
0,1 g/mL (pH 7,0). Kemudian dilanjutkan dengan proses fermenasi (produksi  
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enzim). Selanjutnya inokulum diinkubasi pada suhu 37
0
C dalam shaker inkubator 
selama 24 jam dengan kecepatan 200 rpm, lalu diambil sebanyak 5 mL untuk 
diinokulasikan kedalam 100 mL media produksi. Produksi L–Asparagin dibuat dalam 
medium produksi dengan variasi konsentrasi substrat L–Asparagin 0,6 g/mL, 0,8 
g/mL, 1,0 g/mL, 1,2 g/mL, dan 1,4 g/mL. Komposisi medium produksi L-
Asparaginase adalah : Na2HPO4.12H2O 0,6 g/mL, KH2PO4 0,3 g/mL, NaCl 0,05 
g/mL, MgSO4.7H2O 0,2 g/mL, CaCl2 0,1 M 0,0011 g/mL, glukosa 20 % 0,2 g/mL 
(pH 7,0). Selanjutnya dilakukan pengukuran pertumbuhan mikroba atau yang disebut 
OD (Optical Density) setiap 12 jam hingga waktu inkubasi 72 jam dengan 
menggunakan spektrofotometer pada panjang gelombang 646 nm.  
4. Uji Aktivitas Enzim L–Asparaginase 
Karakterisasi enzim dilakukan dengan membuat larutan standar amoniak dari 
ammonium klorida dan pengukuran aktivitas enzim dengan metode nessler (Sihaloho, 
2009 dalam Masri, 2014). 
a. Pembuatan Larutan Nesler dilakukan dengan cara 
1) Menimbang NaOH sebanyak 16 g kemudian melarutkan dengan aquadest 
hingga larut lalu memasukkan ke dalam labu ukur 100 mL. 
2) Melarutkan KI 7 g dalam aquadest. 
3) Melarutkan HgCI2 10 g dalam aquadest. 
4) Memasukkan campuran KI dan HgCI2 ke dalam larutan NaOH dalam labu ukur 
100 mL. 
5) Menambahkan aquadest hingga garis batas kalibrasi. 
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6) Menghomogenkan dan menyimpan dalam botol reagen berwarna gelap. 
b. Pembuatan larutan standar induk amoniak 1 M, 0,1 M (100 μmol/mL) dan deret 
standar amoniak 0,0 M, 0,02 M, 0,04 M, 0,06 M, 0,08 M, dan 0,1 M. 
1) Mengeringkan Kristal garam ammonium klorida pada suhu 1000C di dalam 
oven hingga bobot konstan.  
2) Menimbang Amonium klorida 3 gram kemudian melarutkan dengan akuades 
hingga 1000 mL dalam labu ukur akan diperoleh larutan induk amoniak 1 M 
(1000 μmol/mL). 
3) Larutan induk amoniak 0,1 M (100 μmol/mL dibuat dengan memipet 10 mL 
larutan standar amoniak 1000 μmol/mL) kemudian mengencerkan dengan 
akuades hingga garis batas kalibrasi dalam labu ukur 100 mL.  
4) Pembuatan deret standar amoniak 0,0 μmol/mL, 20 μmol/mL, 40 μmol/mL 60 
μmol/mL, 80 μmol/mL, dan 100 μmol/mL dibuat dengan memipet masing-
masing ke dalam deret labu ukur 100 mL masing-masing secara berurutan 0 
mL, 20 mL, 40 mL, 60 mL, 80 mL, dan 100 mL larutan induk amoniak 100 
μmol/L kemudian menambahkan dengan akuades hingga garis batas kalibrasi 
(Ahmad, A. dkk,. 2013 dalam Masri, 2014). 
c. Penentuan Aktivitas L-Asparaginase 
Pengukuran laju aktivitas enzim L-Asparaginase dilakukan dengan 
mensentrifuge media pertumbuhan yang telah diinkubasi setiap 12 jam dari waktu 
pengamatan. Pengujian dilakukan dengan cara menginkubasi campuran reaksi 
terdiri atas 0,1 mL ekstrak enzim kasar, 0,2 mL buffer Tris-HCl 0,05 M pH 8,6 
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dan 1,7 mL L–Asparagin 0,01 M pada suhu optimum selama 10 menit. Reaksi 
dihentikan oleh penambahan 0,5 mL larutan trikloroasetat 1,5 M. Setelah 
sentrifugasi 5.000 rpm, lalu mengencerkan 0,5 mL supernatan dengan 7 mL 
akuades kemudian menambahkan 1 mL reagen Nessler. Amoniak yang dilepaskan 
direaksikan dengan reagen Nessler. Dan ditentukan kadarnya menggunakan 
standar ammonium klorida. Aktivitas L–Asparaginase ditentukan secara 
kolorimetri berdasarkan metode Wriston dan Yellin (1973) pada suhu 37
o
C 
menggunakan spektrofotometer UV-Visible dengan mengukur jumlah amoniak 
yang dihasilkan dari katalisis asparaginase menggunakan reagen nessler. 
G. Analisis Data  
Satu unit L–Asparaginase (IU) didefenisikan sebagai jumlah enzim L– 
Asparaginase yang mengkatalisis pembentukan 1 μmol amoniak permenit pada 
kondisi pengujian. Nilai aktivitas L–Asparaginase diperoleh dengan menggunakan 
persamaan (Harnanik, 2000 dalam Kurnia, 2010) : 
Aktivitas Enzim (IU/mL) = 
     
 
   
         
             
   
 
          
   
 
           
  
 
Dimana : 
Y  =  Absorbansi 
a  =  Slope 
b  =  intersept 
V. Total  =  Volume enzim + substrat + buffer + TCA (2,5 mL) 
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V. Analisis =  Volume total yang dianalisis (0,5 mL) 
V. Enzim  =  Volume enzim yang dianalisis (0,1 mL) 
t inkubasi =  Waktu inkubasi enzim (10 menit) 
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BAB IV 
HASIL DAN PEMBAHASAN 
 
A. Hasil Penelitian 
Penentuan laju pertumbuhan bakteri Pseudomonas putida yang memproduksi 
enzim kasar L-Asparaginase dilakukan dengan mengukur Optical Density atau 
kepekatan sel (turbiditas) menggunakan spektrofotometer. 
Tabel 4.1.  Data hasil pengukuran pertumbuhan bakteri Pseudomonas putida pada 
berbagai konsentrasi substrat L-Asparagin. 
Konsentrasi 
L-Asparagin 
Waktu Inkubasi (Jam) 
12 24 36 48 60 72 
0,6 g/ml 0.93 1.26 1.37 1.33 1.29 1.28 
0,8 g/ml 0.83 1.16 1.32 1.22 1.24 1.19 
1,0 g/ml 1.10 1.47 1.53 1.49 1.50 1.50 
1,2 g/ml 1.01 1.37 1.39 1.33 1.35 1.36 
1,4 g/ml 0.98 1.34 1.36 1.31 1.23 1.18 
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Gambar 4.1.  Grafik pertumbuhan bakteri Pseudomonas putida pada berbagai 
konsentrasi substrat L-Asparagin. 
 
 
Penentuan laju aktivitas enzim kasar L-Asparaginase yang dihasilkan oleh 
bakteri Pseudomonas putida dilakukan dengan metode Nessler kemudian dilakukan 
pengukuran Optical Density menggunakan spektrofotometer. 
Tabel 4.2. Data hasil pengukuran aktivitas enzim kasar L-Asparaginase pada 
berbagai konsentrasi substrat L-Asparagin 
Konsentrasi 
Aktivitas Enzim pada waktu inkubasi (Jam) (IU/mL) 
12 24 36 48 60 72 
0,6 g/ml 0,62 0,74 1,07 1,19 1,03 1,01 
0,8 g/ml 0,62 0,67 1,05 1,24 1,27 0,97 
1,0 g/ml 0,57 0,75 1,24 1,68 1,55 1,44 
1,2 g/ml 0,56 0,75 1,19 1,38 1,37 1,43 
1,4 g/ml 0,67 0,74 1,18 1,45 1,49 1,22 
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Gambar 4.2. Grafik aktivitas enzim kasar L-Asparaginase pada berbagai konsentrasi 
substrat L-Asparagin 
 
B. Pembahasan 
Pada penelitian ini menggunakan bakteri Pseudomonas putida yang berasal 
dari stok bakteri pada penelitian (Masri, 2014) dalam memproduksi enzim L-
Asparaginase. Media pertumbuhan dengan komposisi yang telah dimodofikasi serta 
beberapa variasi substrat L-Asparagin diharapkan akan menginduksi bakteri agar 
dapat memproduksi enzim L-Asparaginase ekstraseluler.  
Menurut Atlas (1993) media yang digunakan untuk menumbuhkan bakteri 
penghasil enzim L-Asparaginase adalah media selektif M-9. Media M-9 adalah suatu 
media yang mengandung 6 g/L Na2HPO4.12H2O, 3 g/L KH2PO4, 10 g/L NH4Cl, 0,5 
g/L NaCl, 10 g/L L-Asparagin, 1,0 g/L MgSO4.7H2O, 1,0 g/L CaCl2.2H2O 0,1 M, 3 
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g/L glukosa, 20 g/L agar dan 0,05 g/L indikator fenol merah dengan pH optimal 7.0 
sehingga semua bakteri penghasil enzim L-Asparaginase dapat tumbuh dengan baik 
pada media tersebut.  
Bakteri Pseudomonas putida ditumbuhkan dalam medium cair yang telah 
dimodifikasi agar dapat menghasilkan enzim kasar L-Asparaginase. Pertumbuhan 
mikroba dapat ditentukan secara kuantitatif dengan metode langsung maupun tidak 
langsung. Pengukuran pertumbuhan secara langsung dapat dilakukan dengan 
bermacam-macam cara, misalnya dengan menghitung jumlah sel menggunakan 
Petrof Hausser Bacteria Counter atau Hemasitome, atau dengan mengukur kepekatan 
(turbiditas) selnya menggunakan spektrofotometer. Jumlah sel dapat dihitung secara 
langsung jika mikroba tersebut ditumbuhkan dalam medium cair. Dalam perhitungan 
secara langsung semacam ini, yang terhitung adalah jumlah total jasad renik baik 
yang masih hidup maupun yang sudah mati (Yuwono, 2005: 19). 
1. Penentuan Konsentrasi Substrat L-Asparagin dan Waktu Inkubasi Optimum 
Produksi Enzim L-Asparaginase 
Berdasarkan alur penelitian yang dilakukan, bakteri Pseudomonas putida 
diinokulasikan sebanyak 5 mL pada media produksi Enzim dengan variasi substrat L-
Asparagin yang berbeda-beda. Kemudian media produksi diinkubasi selama 72 jam 
di incubator shaker  dengan kecepatan 200 rpm pada suhu 37
o
C. Kemudian mengukur 
OD (Optical Density) setiap 12 jam menggunakan spektrofotometer dengan panjang 
gelombang 646 nm sehingga diperoleh hasil pengamatan bahwa pada pengamatan 
pertama untuk waktu inkubasi 12 jam nilai rata-rata OD pada konsentrasi L-
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Asparagin 0,6 g/ml, 0,8 g/ ml, 1,0 g/ml, 1,2 g/ml, dan 1,4 g/ml berturut-turut adalah 
0.93, 0.83, 1.10, 1.01, dan 0.98. Pada waktu inkubasi 0 jam sampai 12 jam bakteri 
yang diinokulasikan mengalami fase lag. Pada awal pertumbuhan, sel akan 
beradaptasi terlebih dahulu dengan medium pertumbuhannya. Fase pertumbuhan ini 
disebut fase lag (fase adaptasi). Panjang fase lag tergantung pada macam jasad renik 
dan kondisi pertumbuhannya, misalnya komposisi medium, faktor lingkungan, dan 
sebagainya (Yuwono, 2005: 19).  
Pada pengamatan kedua dengan waktu inkubasi 24 jam nilai rata-rata OD 
yang diperoleh adalah 1.26, 1.16, 1.47, 1.37, dan 1.34. Selanjutnya, pengamatan 
ketiga dengan waktu inkubasi 36 jam nilai rata-rata OD yang diperoleh adalah 1.37, 
1.32, 1.53, 1.39, dan 1.36. Berdasarkan Gambar 4.1 waktu inkubasi 12 jam sampai 36 
jam menunjukkan bakteri mengalami fase pertumbuhan yang lebih cepat yang disebut 
fase logaritmik (fase eksponensial). Dalam fase ini jasad renik sudah dapat 
beradaptasi secara baik dengan lingkungan pertumbuhannya sehingga mempunyai 
waktu penggandaan (doubling time) yang lebih singkat dibanding dengan fase 
sebelumnya. Waktu penggandaan adalah waktu yang diperlukan oleh sel untuk 
tumbuh menjadi dua kali lipat jumlahnya (Yuwono, 2005: 19). Pada waktu inkubasi 
36 jam dari kelima variasi media L-Asparagin menunjukkan bakteri mengalami laju 
pertumbuhan yang optimum untuk setiap media pertumbuhannya.  
Selanjutnya pengamatan keempat dengan waktu inkubasi 48 jam nilai rata-
rata OD yang diperoleh adalah 1.33, 1.22, 1.49, 1.33, dan 1.31. Kemudian pada 
pengamatan kelima dengan waktu inkubasi 60 jam nilai rata-rata OD yang diperoleh 
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adalah 1.29, 1.24, 1.50, 1.35, dan 1.23. Dari data kurva pertumbuhan untuk waktu 
inkubasi 36 jam sampai 60 jam menunjukkan bakteri mengalami penurunan laju 
pertumbuhan. Oleh karena medium digunakan terus menerus untuk pertumbuhan sel, 
maka konsentrasi nutrien yang ada akan semakin berkurang sehingga akhirnya 
pertumbuhan sel menjadi lambat. Sel kemudian akan memasukki fase pertumbuhan 
stasioner. Dalam fase ini jumlah sel yang hidup seimbang dengan jumlah sel yang 
mati (Yuwono, 2005: 19-20).  
Pada Pengamatan terakhir, waktu inkubasi 72 jam nilai rata-rata OD yang 
diperoleh adalah 1.28, 1.19, 1.50, 1.36, dan 1.18. Sehingga diakhir pengamatan ini 
laju pertumbuhan bakteri yang dialami terus mengalami penurunan. Jika fase ini 
diteruskan maka jumlah sel yang mati akan menjadi lebih besar dibandingkan jumlah 
sel yang hidup sehingga sel akan memasuki fase kematian (Yuwono, 2005: 19-20). 
Setelah mengamati laju pertumbuhan bakteri Pseudomonas putida yang 
menghasilkan enzim kasar L-Asparaginase pada beberapa variasi media L-Asparagin 
maka diperoleh hasil bahwa konsentrasi optimum terpilih adalah media L-Asparagin 
dengan konsentrasi 1,0 g/ml yang menunjukkan nilai OD tertinggi yaitu 1.53 dengan 
waktu inkubasi selama 36 jam. 
1. Penentuan Aktivitas Enzim Terhadap Optimasi Konsentrasi Substrat L-Asparagin 
Aktivitas L-Asparaginase ditentukan dengan metode Nessler. Banyaknya 
amoniak yang dihasilkan dari katalisis substrat asam amino L-Asparagin oleh enzim 
L-Asparaginase dinyatakan sebagai aktivitasnya (Siddalingeshwara dan Linggapa, 
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2011). Amoniak yang dilepaskan oleh hidrolisis enzim L-Asparaginase bereaksi 
dengan reagen nessler. Lalu ditentukan kadarnya menggunakan standar amonium 
klorida. Satu unit L-Asparaginase (IU) didefinisikan sebagai jumlah enzim L-
Asparaginase yang mengkatalisis pembentukan satu µmol amoniak permenit pada 
kondisi pengujian (Basha dkk., 2009 dalam Patta, 2013). 
Pereaksi Nessler sensitif (K2HgI4 / K2HgCl4) bila bereaksi dengan amonium 
dalam larutan basa akan membentuk dispersi koloid kompleks berwarna kuning 
coklat. Reaksi menghasilkan larutan berwarna kuning coklat yang mengikuti hukum 
Lambert-beer. Intensitas warna ada dalam sampel yang kemudian ditentukan secara 
spektrofotometri (Sihaloha, 2009 dalam Patta, 2013). 
Aktivitas L–Asparaginase ditentukan secara kolorimetri berdasarkan metode 
Wriston dan Yellin (1973) pada suhu 37
0
C menggunakan spektrofotometer UV-
Visible dengan mengukur jumlah amoniak yang dihasilkan dari katalisis asparaginase 
menggunakan reagen nessler. Campuran reaksi terdiri atas 0,1 mL ekstrak enzim 
kasar, 0,2 mL buffer Tris-HCl 0,05 M pH 8,6 dan 1,7 mL L–Asparagin 0,01 M 
diinkubasi pada suhu optimum selama 10 menit. Reaksi dihentikan oleh penambahan 
0,5 mL larutan trikloroasetat 1,5 M. Setelah sentrifugasi 5000 rpm, 0,5 mL 
supernatan diencerkan dengan 7 mL akuades kemudian ditambahkan 1 mL reagen 
Nessler. Amoniak yang dilepaskan direaksikan dengan reagen Nessler. Dan 
ditentukan kadarnya menggunakan standar ammonium klorida (Masri, 2014).  
Berdasarkan alur penelitian yang dilakukan dalam menentukan aktivitas  
enzim L-Asparaginase yang diukur dengan spektrofotometer dengan panjang 
58 
 
 
 
gelombang 450 nm maka diperoleh hasil pengamatan pertama untuk nilai aktivitas 
enzim dari ekstrak enzim kasar L-Asparaginase yang diinkubasi selama 12 jam 
dengan konsentrasi L-Asparagin berturut-turut 0,6 g/ml, 0,8 g/ ml, 1,0 g/ml, 1,2 g/ml, 
dan 1,4 g/ml adalah 0.62 IU/mL, 0.62 IU/mL, 0.57 IU/mL, 0.56 IU/mL, dan 0.67 
IU/mL. Diawal pengamatan ini laju aktivitas enzim yang dihasilkan masih berada 
pada titik minimum. Untuk dapat terjadi kompleks enzim substrat diperlukan adanya 
kontak antara enzim dengan substrat. Kontak ini terjadi pada suatu tempat atau bagian 
enzim yang disebut bagian aktif. Pada konsentrasi substrat rendah, bagian aktif enzim 
ini hanya menampung substrat sedikit (Poedjiadi, 2005: 159).  
Pada pengamatan kedua dari ekstrak enzim kasar L-Asparaginase yang 
diinkubasi selama 24 jam diperoleh nilai aktivitas enzim berturut-turut 0.74 IU/mL, 
0.67 IU/mL, 0.75 IU/mL, 0.75 IU/mL, dan 0.74 IU/mL. Selanjutnya pada 
pengamatan ketiga dengan waktu inkubasi selama 36 jam diperoleh nilai aktivitas 
enzim berturut-turut 1.07 IU/mL, 1.05 IU/mL, 1.24 IU/mL, 1.19 IU/mL, dan 1.18 
IU/mL. Waktu inkubasi 24 jam sampai 36 jam menunjukkan aktivitas ekstrak enzim 
kasar yang dihasilkan mengalami peningkatan aktivitas enzim terhadap konsentrasi 
media L-Asparagin. Bila konsentrasi substrat diperbesar, makin banyak substrat yang 
dapat berhubungan dengan enzim pada bagian aktif enzim tersebut. Dengan demikian 
konsentrasi kompleks enzim substrat makin besar dan hal ini menyebabkan makin 
besarnya kecepatan reaksi (Poedjiadi, 2005: 159). 
Selanjutnya pada pengamatan keempat dari ekstrak enzim kasar L-
Asparaginase yang diinkubasi selama 48 jam diperoleh nilai aktivitas enzim berturut-
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turut 1.19 IU/mL, 1.24 IU/mL, 1.68 IU/mL, 1.38 IU/mL, dan 1,45 IU/mL. Waktu 
inkubasi 48 jam menunjukkan titik optimum pada tiga konsentrasi media yaitu 0,6 
g/ml, 1,0 g/ml dan 1,2 g/ml. Hasil eksperimen menunjukkan bahwa dengan 
konsentrasi enzim yang tetap, maka pertambahan konsentrasi substrat akan 
menaikkan kecepatan reaksi (Poedjiadi, 2005: 159). 
Pada pengamatan kelima dari ekstrak enzim kasar L-Asparaginase yang 
diinkubasi selama 60 jam diperoleh nilai aktivitas enzim berturut-turut 1.03 IU/mL, 
1.27 IU/mL, 1.55 IU/mL, 1.37 IU/mL, dan 1.49 IU/mL. Waktu inkubasi 60 jam 
menunjukkan konsentrasi pada media 0,6 g/ml dan 1,0 g/ml mengalami titik 
penurunan aktivitas enzim. Sedangkan pada media dengan konsentrasi 0,8 g/ml dan 
1,4 g/ml telah mencapai titik optimum dari laju aktivitas enzimnya. Pada batas 
konsentrasi tertentu, tidak terjadi kenaikan kecepatan reaksi walaupun konsentrasi 
substrat diperbesar (Poedjiadi, 2005: 159). 
Pengamatan terakhir dari ekstrak enzim kasar L-Asparaginase yang diinkubasi 
selama 72 jam diperoleh nilai aktivitas enzim 1.01 IU/mL, 0.97 IU/mL, 1.44 IU/mL, 
1.43 IU/mL, dan 1.22 IU/mL. Waktu inkubasi 72 jam menunjukkan konsentrasi pada 
media 0,6 g/ml, dan 1,0 g/ml terus mengalami penurunan aktivitas enzim. Sedangkan 
pada konsentrasi 0,8 g/ml dan 1,4 g/ml baru mengalami titik penurunan aktivitas 
enzim. Akan tetapi konsentrasi media 1,2 g/ml baru menuju titik optimum dari 
aktivitas enzim. Pada suatu batas konsentrasi substrat tertentu, semua bagian aktif 
telah dipenuhi oleh substrat atau telah jenuh dengan substrat. Dalam keadaan ini, 
bertambah besarnya konsentrasi substrat tidak menyebabkan bertambah besarnya 
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konsentrasi kompleks enzim substrat, sehingga jumlah hasil reaksinya pun tidak 
bertambah besar (Poedjiadi, 2005: 159).  
Sehingga pada penelitian ini menunjukkan waktu inkubasi optimum yang 
dibutuhkan untuk menghasilkan aktivitas enzim L-Asparaginase adalah 48 jam 
dengan nilai aktivitas sebesar 1.68 IU/ml yang diperoleh dari ekstrak enzim kasar dari 
jumlah amoniak yang dihasilkan dari hidrolisis asparagin. 
Berdasarkan data hasil pengukuran konsentrasi optimum dari waktu inkubasi 
dan aktivitas enzim L-Asparaginase maka diperoleh hasil bahwa L-Asparagin dengan 
konsentrasi 1,0 g/mL adalah media yang menunjukkan titik optimum dari 
pertumbuhan bakteri dengan nilai Optical Density 1,53 pada waktu inkubasi 36 jam 
dan laju aktivitas enzim dengan nilai aktivitas 1,68 IU/mL pada waktu inkubasi 48 
jam. Terdapat perbedaan waktu inkubasi optimum pada pengukuran laju 
pertumbuhan dengan aktivitas enzim dikarenakan hasil metabolit sekunder bakteri 
Pseudomonas putida dalam hal ini enzim L-Asparaginase mencapai waktu produksi 
optimum disaat bakteri mengalami laju pertumbuhan stasioner antara waktu inkubasi 
36 – 48 jam. Sehingga metabolit sekunder yang dihasilkan saat pengujian enzim 
menunjukkan waktu inkubasi 48 jam sebagai titik optimum dari laju aktivitas 
enzimnya.
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BAB V 
PENUTUP 
 
A. Kesimpulan 
Berdasarkan hasil penelitian ini dapat disimpulkan bahwa konsentrasi substrat 
L-Asparagin optimum adalah konsentrasi 1,0 g/mL dengan waktu inkubasi selama 36 
jam menunjukkan nilai OD (Optical Density) tertinggi sebesar 1,53. Laju aktivitas 
enzim L-Asparaginase optimum yang menghidrolisis L-Asparagin adalah konsentrasi 
1,0 g/ml dengan waktu inkubasi 48 jam menunjukkan nilai aktivitas tertinggi sebesar 
1.68 IU/ml. 
B. Saran  
Adapun saran pada penelitian ini adalah perlunya dilaksanakan penelitian lebih 
lanjut tentang produksi enzim L-Asparaginase yang dapat dilanjutkan dengan 
pemurnian dan pengujian lebih lanjut dari enzim yang dihasilkan agar dapat 
diaplikasikan dalam ruang lingkup yang lebih luas. 
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Lampiran 1. Bagan dan Gambar Kerja Isolasi dan Produksi L-Asparaginase 
dari bakteri Pseudomonas putida 
 
  
 
- Digoreskan dalam medium tabung peremajaan yang 
mengandung substrat asam amino L-Asparagin dan 
indikator  fenol merah. 
- Diinkubasi dalam inkubator suhu 370C selama 24 jam. 
(Produksi L-Asparaginase ditunjukkan oleh 
pembentukan warna merah di sekitar koloni pada 
medium pertumbuhan). 
 
 
 
- Digoreskan dalam cawan petri medium pertumbuhan 
yang mengandung substrat asam amino L-Asparagin. 
- Diinkubasi dalam inkubator suhu 370C selama 24 jam. 
 
 
 
- Diinokulasi dalam medium cair inokulum 50 mL. 
- Diinkubasi dalam inkubator berpenggoyang 200 rpm 
pada suhu 37
0
C selama 24 jam. 
- 5 mL medium cair inokulum setelah inkubasi 
dimasukkan ke dalam medium produksi L-
Asparaginase 100 ml yang terbagi dalam 5 erlenmeyer 
steril variasi substrat asam amino  L-Asparagin 0.6 
g/mL, 0.8 g/mL, 1.0 g/mL, 1.2 g/mL, dan 1.4 g/mL. 
- Diinkubasi dalam inkubator berpenggoyang 200 rpm 
pada suhu 37
0
C selama 3 hari. 
 
 
 
- Setiap 24 jam dilakukan sampling. 
- Dilakukan pengukuran laju pertumbuhan (OD 646 nm) 
dan uji aktivitas L-Asparaginase 
 
 
 
 
 
Bakteri Pseudomonas putida 
Pseudomonas putida Murni 
Isolat Segar Pseudomonas putida 
Medium Fermentasi Produksi Enzim 
Laju Pertumbuhan dan Aktivitas L-Asparaginase Tiap 
Variasi Konsentrasi substrat L-Asparagin 
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Peremajaan Bakteri Pseudomonas putida 
 
Kultur Bakteri Pseudomonas putida
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Pembuatan Media Produksi Enzim L-Asparaginase 
 
 
Penentuan Konsentrasi dan Waktu Inkubasi Optimum Substrat L-Asparagin 
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Lampiran 2. Bagan Kerja & Gambar Pembuatan Reagen Nessler 
 
 
 
- Ditimbang 7 gram kemudian dilarutkan dalam 100 mL 
akuades. 
- Ditambahkan HgCl2 10 g sambil diaduk dengan 
magnetic stirrer hingga mulai terbentuk endapan 
kemerahan. 
- Ditambahkan NaOH 16 gram dilarutkan dalam 
akuades.  
- Dicampurkan lalu dimasukkan dalam labu ukur. 
- Ditambahkan akuabides hingga volumenya 50 mL 
dalam labu ukur. 
- Didiamkan semalam untuk mendekantasi endapannya. 
 
 
 
 
 
- Disimpan di dalam botol coklat 
berlabel. 
 
 
 
 
Kristal KI 
Residu Supernatan 
Reagen Nessler 
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Lampiran 3. Bagan Kerja & Gambar Pembuatan Larutan Standar Amoniak 
 
 
- Dikeringkan dalam oven suhu 1000C hingga bobot 
konstan. 
- Ditimbang 3 gram 
- Dilarutkan dalam akuades hingga 1000 mL  
 
 
 
- Dilakukan pengenceran dengan memipet larutan 
standar NH3 1 M secara berturut masing-masing 0 mL, 
20 mL, 40 mL, 60 mL, 80 mL dan 100 mL ke dalam 
labu ukur 100 mL. 
- Ditambahkan masing-masing akuades hingga garis 
batas kalibrasi 
- Dihomogenkan  
 
 
 
 
 
 
Kristal NH4Cl 
Larutan Standar NH3 1 M     
(1000 µmol/mL) 
Larutan Standar 0, 20, 40, 60, 
80, dan 100 µmol/mL 
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Lampiran 4. Bagan Kerja Pembuatan Larutan Buffer Tris HCl 0.05 M pH 8 
 
 
 
 
- Dilarutkan dalam akuades secukupnya 
- Dimasukkan ke dalam labu ukur 1 liter 
- Ditambahkan akuades hingga mendekati garis batas 
kalibrasi 
- pH larutan diatur dengan menambahkan HCl 4 N 
hingga pH larutan mencapai 8 
- Ditambahkan akuades hingga garis batas kalibrasi 
- dihomogenkan 
 
 
 
 
 
 
Perhitungan : 
 
Mr  Tris HCl  =     121.14 g/mol 
 
Gram  =  M x Mr x V (liter) 
=  0,05 x 121,14 x 1 
=  6.057 gram 
 
 
Tris HCl = Tris(hidroksimetil)-aminometan   ( NH2-C-(CH2OH)3 ) 
  
6.057 g Tris HCl 
Data 
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Lampiran 5. Bagan Kerja & Gambar Prosedur Uji Aktivitas L-Asparaginase 
 
 
 
- Dipipet ke dalam tabung reaksi 
- Ditambahkan 0,2 mL buffer tris-HCl 0,05 M pH 8 
- Ditambahkan L-Asparagin 0,01 M 1,7 mL 
- Diinkubasi 10 menit pada suhu 37 oC 
- Reaksi dihentikan dengan penambahan 0,5 mL larutan 
Trikloroasetat 1.5 M 
- Disentripugasi 5000 rpm selama 10 menit 
 
 
 
 
 
 
- Dipipet 0,5 mL supernatant 
- Ditambahkan 8.5 mL akuabides 
- Ditambahkan reagen nessler 1,0 mL 
- Diukur absorbansi pada panjang 
gelombang 450 nm. 
 
 
 
 
- Pengolahan Data 
 
 
 
 
 
1 unit Aktivitas L-Asparaginase = jumlah enzim L-Asparaginase yang mengkatalisis 
pelepasan satu µmol amoniak permenit pada kondisi pengujian. 
 
  
0.1 mL Enzim 
Endapan Supernatan 
Data 
Ektivitas Enzim 
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Lampiran 6. Komposisi Media Produksi dan Media Kultur 
Bahan 
Komposisi 
1 L 100 mL 50 mL 
Na2HPO4.12H2O 6 g 0,6 g 0,3 g 
KH2PO4 3 g 0,3 g 0,15 g 
NaCl 0,5 g 0,05 g 0,025 g 
MgSO4.7H2O 2 g 0,2 g 0,1 g 
CaCl2 0,1 M 1 mL 0,011099 g 0,00111 g 0,000555 g 
glukosa 20 % 10 mL 2 g 0,2 g 0,1 g 
 
1. Untuk CaCl2 0,1 M 1 mL  
Nilai BM (Berat Molekul) = 110,99 
 
Berapa gram CaCl2 yang ditimbang untuk 1 Liter larutan 
Gr = BM x M x V (Liter) 
 = 110,99 x 0,1 x 1 L 
 = 11,099  
 
Untuk 1 mL CaCl2 
 = 11,099 x 1000 
 = 0,011099 gr  
2. Untuk Glukosa 20%  
Glukosa 20 gr/100 mL 
 
Dalam 10 ml =    20 gr   x  10 
 100 mL 
  =  2 gr 
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Lampiran 7. Hasil Pengukuran Optical Density (absorbansi 646 nm) sebagai 
Laju Pertumbuhan Bakteri Pseudomonas putida 
No. 
Waktu 
Inkubasi 
Sampel Absorbansi 1 Absorbansi 2 Rata-Rata 
1 12 jam 
0.6 g/mL 0.926 0.946 0.93 
0.8 g/mL 0.820 0.855 0.83 
1.0 g/mL 1.208 1.008 1.10 
1.2 g/mL 0.976 1.056 1.01 
1.4 g/mL 0.973 1.004 0.98 
2 24 jam 
0.6 g/mL 1.254 1.268 1.26 
0.8 g/mL 1.156 1.180 1.16 
1.0 g/mL 1.574 1.378 1.47 
1.2 g/mL 1.329 1.425 1.37 
1.4 g/mL 1.332 1.366 1.34 
3 36 jam 
0.6 g/mL 1.270 1.477 1.37 
0.8 g/mL 1.357 1.301 1.32 
1.0 g/mL 1.582 1.497 1.53 
1.2 g/mL 1.388 1.398 1.39 
1.4 g/mL 1.305 1.419 1.36 
4 48 jam 
0.6 g/mL 1.223 1.442 1.33 
0.8 g/mL 1.204 1.252 1.22 
1.0 g/mL 1.550 1.436 1.49 
1.2 g/mL 1.317 1.356 1.33 
1.4 g/mL 1.266 1.356 1.31 
5 60 jam 
0.6 g/mL 1.202 1.378 1.29 
0.8 g/mL 1.188 1.296 1.24 
1.0 g/mL 1.560 1.457 1.50 
1.2 g/mL 1.308 1.411 1.35 
1.4 g/mL 1.178 1.295 1.23 
6 72 jam 
0.6 g/mL 1.175 1.401 1.28 
0.8 g/mL 1.168 1.220 1.19 
1.0 g/mL 1.602 1.398 1.50 
1.2 g/mL 1.336 1.384 1.36 
1.4 g/mL 1.131 1.248 1.18 
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Lampiran 8. Tabel dan Grafik Kurva Standar Amoniak pada λ = 450 nm 
 
Konsentrasi (µmol/mL) Absorbansi 
0,1 0,163 
0,2 0,318 
0,4 0,478 
0,6 1,368 
 
 
 
  
y = 2,2754x - 0,1578 
R² = 0,8739 
0
0,2
0,4
0,6
0,8
1
1,2
1,4
1,6
0 0,2 0,4 0,6 0,8
A
b
so
rb
a
n
si
 
Konsentrasi Amoniak (µmol/mL) 
Y-Values
Linear (Y-Values)
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Lampiran 9. Hasil Penentuan Rumus Kurva Standar Amoniak pada λ = 450 nm 
 
Data Penentuan Rumus Kurva Standar Amoniak pada λ = 450 nm 
X Y XY X² 
0,1 0,163 0,0163 0,01 
0,2 0,318 0,0636 0,04 
0,4 0,478 0,1912 0,16 
0,6 1,368 0,8208 0,36 
1,3 2,327 1,0919 0,57 
 
Slope  = a = n ΣXiYi – (Σ Xi) (Σ Yi) 
 n ΣXi2 – (Σ Xi)
2
 
  a = 4 (1,0919) – (1,3)(2,327)  = 1,3425  =   2,2754 
 4 (0,57) – (1,69) 0,59 
Intersept  = b = ΣYi – (aΣ Xi) 
 n 
 = 2,327 – (2,275)(1,3)  =  -0,157 
 4 
Jadi persamaan garis kurva standar amonium sulfat adalah  
Y = 2,2754x - 0,1578 
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Lampiran 10. Rumus Penentuan Aktivitas Enzim L-Asparaginase  
 
Untuk mendapatkan nilai aktivitas L-Asparaginase digunakan persamaan : 
 
Aktivitas Enzim (IU/mL) = 
     
 
   
         
             
   
 
          
   
 
           
  
 
Dimana : 
Y  =  Absorbansi 
a  =  Slope (2,2754) 
b  =  intersept (-0,157) 
V. Total  =  Volume enzim + substrat + buffer + TCA (2,5 mL) 
V. Analisis =  Volume total yang dianalisis (0,5 mL) 
V. Enzim  =  Volume enzim yang dianalisis (0,1 mL) 
t inkubasi =  Waktu inkubasi enzim (10 menit) 
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Lampiran 11. Hasil Perhitungan Aktivitas Enzim L-Asparaginase pada tiap 
variasi konsentrasi substrat (Dari kurva standar diperoleh 
dimana  Y = 2,2754x - 0,1578 
 
Jam Konsentrasi y b a y-b (y-b)/a 
Aktivitas 
(IU/mL) 
12 
6 0,126 -0,157 2,275 0,283 0,1244 0,62 
8 0,124 -0,157 2,275 0,281 0,1235 0,62 
10 0,104 -0,157 2,275 0,261 0,1147 0,57 
12 0,096 -0,157 2,275 0,253 0,1112 0,56 
14 0,146 -0,157 2,275 0,303 0,1332 0,67 
24 
6 0,18 -0,157 2,275 0,337 0,1481 0,74 
8 0,149 -0,157 2,275 0,306 0,1345 0,67 
10 0,183 -0,157 2,275 0,34 0,1495 0,75 
12 0,186 -0,157 2,275 0,343 0,1508 0,75 
14 0,18 -0,157 2,275 0,337 0,1481 0,74 
36 
6 0,332 -0,157 2,275 0,489 0,2149 1,07 
8 0,322 -0,157 2,275 0,479 0,2105 1,05 
10 0,407 -0,157 2,275 0,564 0,2479 1,24 
12 0,384 -0,157 2,275 0,541 0,2378 1,19 
14 0,38 -0,157 2,275 0,537 0,2360 1,18 
48 
6 0,383 -0,157 2,275 0,54 0,2374 1,19 
8 0,405 -0,157 2,275 0,562 0,2470 1,24 
10 0,606 -0,157 2,275 0,763 0,3354 1,68 
12 0,469 -0,157 2,275 0,626 0,2752 1,38 
14 0,505 -0,157 2,275 0,662 0,2910 1,45 
60 
6 0,313 -0,157 2,275 0,47 0,2066 1,03 
8 0,422 -0,157 2,275 0,579 0,2545 1,27 
10 0,549 -0,157 2,275 0,706 0,3103 1,55 
12 0,466 -0,157 2,275 0,623 0,2738 1,37 
14 0,521 -0,157 2,275 0,678 0,2980 1,49 
72 
6 0,301 -0,157 2,275 0,458 0,2013 1,01 
8 0,285 -0,157 2,275 0,442 0,1943 0,97 
10 0,499 -0,157 2,275 0,656 0,2884 1,44 
12 0,492 -0,157 2,275 0,649 0,2853 1,43 
14 0,399 -0,157 2,275 0,556 0,2444 1,22 
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Lampiran 12. Gambar Pengamatan Pengukuran Laju Pertumbuhan Bakteri 
Pseudomonas putida 
 
 
Pengukuran laju pertumbuhan bakteri 
 
 
Inkubasi media produksi dalam incubator shaker 
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Lampiran 13. Gambar Pengamatan Uji Aktivitas Enzim dengan Reagen Nessler 
 
 
12 jam  
 
 
24 jam 
 
 
 
36 jam 
 
 
 
48 jam 
 
 
 
60 jam 
 
 
 
72 jam  
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